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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
aac(3)IV Zapis za odpornost proti antibiotiku apramicinu 
AK Aminokislina 
ATCC  Zbirka sevov (angl. American Type Culture Collection) 
BLAST Računalniško orodje za iskanje homolognih proteinov (angl. 
Basic Local Alignment Search Tool)  
Cas Sintetaza KK (angl. clavulanic synthase) 
Cas9 S CRISPR-jem povezana nukleaza (angl. CRISPR associated 
(Cas) protein 9) 
CRISPR Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
(angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats)  
Divji tip A  Streptomyces clavuligerus K4630 
Divji tip B  Streptomyces clavuligerus K4664 
gRNA RNA vodnica (angl. guiding RNA) 
HPLC Tekočinska kromatografije visoke ločljivosti (angl. high-
performance liquid chromatography) 
Klavulanska kislina KK 
Mb Milijon baznih parov 
MEGA Računalniški program za filogenetsko analizo (angl. Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis) 
MUSCLE Računalniško orodje za poravnavo večjega števila 
aminokislinskih zaporedij (angl. Multiple Sequence Comparison 
by Log-Expectation)  
NCBI Nacionalni center za biotehnološke informacije (angl. National 
Center for Biotechnology Information) 
OE_cslA Streptomyces clavuligerus::pAET/P1_cslA K4902  
OE_ssgA Streptomyces clavuligerus::pAET/P1_ssgA K4885  
ori Mesto začetka podvojevanja (angl. origin of replication) 
oriT Mesto začetka prenosa (angl. origin of transfer) 
PBP Penicilin vezavni proteini (angl. penicillin binding protein) 
PCD Programirana celična smrt (angl. programmed cell death)  
PCR Verižna reakcija s polimerazo (angl. polimerase chain reaction) 
p-vrednost Statistična značilnost/pomembnost 
SALP SsgA podobni protein (angl. SsgA-like protein) 
SD Standardni odklon 
SEM Standardna napaka 
TE Pufer iz TRIS in EDTA 
TraJ Prenašalni protein J (angl. transfer protein J) 
ΔcslA Streptomyces clavuligerus ΔcslA K4909  
ΔssgA Streptomyces clavuligerus ΔssgA K4864 
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1 UVOD  
 
Bakterije iz rodu Streptomyces so industrijsko pomembni mikroorganizmi, ki so bogat in 
raznolik vir sekundarnih metabolitov (Hopwood, 2007). V naravi se večina poznanih 
streptomicet nahaja kot prostoživeči saprofiti v zemlji, kjer tvorijo značilen razvejan micelij 
(Madigan in sod., 2014). Na industrijski ravni jih običajno gojimo v tekočih gojiščih, kjer 
jih lahko najdemo v obliki prostega razpršenega micelija, micelijskih skupkov in peletov 
(Yang in sod., 1996). Viskoznost bioprocesnih brozg je v veliki meri odvisna od morfologije. 
Za prost razpršen micelij in pelete so značilne nižje viskoznosti, medtem ko micelijski 
skupki zvišujejo viskoznost brozg (Wucherpfennig in sod., 2010). Višja viskoznost zmanjša 
učinkovitost prezračevanja in mešanja. Za učinkovit prenos hranil in kisika je tako potreben 
višji vložek energije, ki poveča stroške proizvodnje (Doran, 2013). V primeru peletov je 
viskoznost brozg nižja, vložek energije potreben za mešanje je manjši, zaključni procesi so 
enostavnejši, vendar problem predstavljajo predeli v notranjosti peleta, do katerih kisik in 
hranila težje prehajajo. Pomanjkanje slednjih se lahko odrazi v zmanjšani produktivnosti 
biomase, ki je lahko posledica zavrtih celičnih procesov v notranjosti peletov ali odmiranja 
biomase (Wucherpfennig in sod., 2010).  
 
S pristopi genskega inženiringa lahko vplivamo na izražanje genov, vpletenih v fiziološke 
procese, ki določajo morfologijo streptomicet in tako potencialno spremenimo tudi reološke 
lastnosti bioprocesnih kultur (van Dissel in sod., 2014). Za krajše hife, ki se ne prepletajo 
oz. se prepletajo v manjši meri, so značilne nižje viskoznosti bioprocesnih brozg (van Wezel 
in sod., 2006). Le-te ob potencialno manjših vložkih energentov, potrebnih za mešanje in 
prezračevanje, lahko omogočajo učinkovitejši prenos hranil in kisika, posledično večjo 
količino biomase in višje donose želenega produkta (Wucherpfennig in sod., 2010).  
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je s pristopi genskega inženiringa specifično vplivati na 
morfologijo sevov Streptomyces clavuligerus (Lek d.d.) in s tem potencialno znižati 
viskoznost bioprocesnih brozg ter energijsko zahtevnost bioprocesov za proizvodnjo 
klavulanske kisline. Hkrati želimo ohraniti ali izboljšati produktivnost sevov.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Bioinformatska analiza bo omogočila identifikacijo genskih homologov, ki lahko 
vplivajo na morfološke lastnosti sevov Streptomyces clavuligerus ATCC 27064. 
 
 Delecija homologa identificiranih genov (ssgA in cslA) v sevih Streptomyces 
clavuligerus (Lek d.d., Mengeš) bo imela vpliv na morfološke lastnosti kulture v 
tekočem gojišču. 
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 STREPTOMICETE 
 
Bakterije iz rodu Streptomyces so industrijsko pomembni mikroorganizmi, ki proizvajajo 
več kot polovico antibiotikov v klinični uporabi ter drugih biološko aktivnih učinkovin 
(Hopwood, 2007). Med slednje spadajo protirakave, protiglivne in protiparazitne 
učinkovine, industrijski encimi ter zaviralci imunskega sistema (Nett in sod., 2009). 
Streptomicete so po gramu pozitivne, aerobne, filamentozne bakterije z zelo kompleksno 
morfologijo. Uvršamo jih v deblo Actinobacteria (Hopwood, 2007). 
 
2.1.1 Genom streptomicet 
 
Za streptomicete je značilen velik (~8–12 Mb), pogosto linearni genom, z visokim deležem 
baznih parov gvanin-citozin (G-C), lahko pa vsebuje tudi krožne ali linearne plazmide (Nett 
in sod., 2009). Streptomyces coelicolor A3(2), katerega genom je najbolj preučen, je modelni 
organizem za bakterije rodu Streptomyces (Kieser in sod., 2000). Genom streptomicet 
vključuje številne gene za širok nabor sekundarnih metabolitov in encimov, ki 
streptomicetam omogočajo prednost pred drugimi (kompetitivnimi) organizmi ter 
razgradnjo številnih kompleksnih hranil (Nett in sod., 2009). Številni geni, ki so potrebni za 
sintezo sekundarnih metabolitov, so združeni v skupine 10-20 genov, ki se imenujejo genske 
gruče (Kieser in sod., 2000). 
 
2.1.2 Streptomyces clavuligerus  
  
Streptomyces clavuligerus je industrijsko pomembna bakterija, ki proizvaja številne 
sekundarne metabolite (Paradkar, 2013). Najbolj znana je predvsem kot proizvajalka 
klavulanske kisline (KK). KK uporabljamo v kombinaciji z betalaktamskimi antibiotiki in 
deluje kot odličen inhibitor beta laktamaz (Saudagar in sod., 2008). KK ima tudi šibko 
antibiotično aktivnost proti raznolikim po Gramu pozitivnim in negativnim bakterijam 
(Saudagar in sod., 2008). KK se ireverzibilno veže na hidroksilno skupino serina v aktivnem 
centru beta laktamaz in encim inaktivira, kar omogoča značilna 3R,5R stereokemija in sama 
struktura KK (Paradkar, 2013). 
 
2.2 ŽIVLJENSKI CIKEL IN MORFOLOGIJA STREPTOMICET 
 
2.2.1 Življenjski cikel streptomicet na trdnem gojišču – klasični model 
 
Življenjski cikel streptomicet (Slika 1) na trdnem gojišču se začne z vzklitjem spore. Ob 
ugodnih pogojih iz spore vzklijeta 1 ali 2 kalitveni cevki, ki zrasteta v vegetativno hifo 
(Madigan in sod., 2014; van Dissel in sod., 2014). Vegetativne hife tvorijo preplet, ki se 
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imenuje vegetativni oz. substratni micelij, v katerem se v primeru neugodnih pogojev 
(pomanjkanje hranil, okolijski stresni dejavniki..) aktivirajo številne kompleksne, prostorsko 
in časovno nadzorovane fiziološke spremembe, ki izzovejo produkcijo sekundarnih 
metabolitov in morfološko diferenciacijo vegetativnega micelija. Rezultat le-te je nastanek 
zračnega micelija, na katerem v procesu celične delitve nastane večje število spor (Barka in 
sod., 2015). 
 
 
 
Slika 1: Življenjski cikel streptomicet (Barka in sod., 2015: 3). 
 
2.2.1.1 Značilnosti vegetativnega micelija 
 
Vegetativne hife tvorijo preplete micelija s podaljševanjem konic in razvejanjem hife. 
Podaljševanje vegetativne hife na konicah je ena izmed lastnosti streptomicet, ki jih ločuje 
od enoceličnih bakterij, kot sta Escherichia coli in Bacillus subtilils (Flärdh, 2003). Za 
vegetativno hifo so značilne prečne stene (angl. cross walls), ki nastanejo v procesu celične 
delitve, pri tem pa ne pride do fizične delitve celic (Wildermuth in Hopwood, 1970). Prečne 
stene razmejujejo vegetativno hifo na krajše povezane odseke (angl. compartments). Vsak 
odsek vsebuje več kopij genoma (Barka in sod., 2015). Razvejitve vegetativne hife običajno 
(vendar ne vedno) nastanejo ob konicah hife v bližini prečnih sten (Flärdh in sod., 2012). 
Frekvenca razvejitev vegetativne hife je odvisna od rastnih pogojev. Ugodni pogoji, s 
presežkom hranil, spodbujajo razvejanje vegetativne hife, medtem ko pomanjkanje hranil 
spodbudi podaljševanje hife (van Dissel in sod., 2014). 
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2.2.1.2 Značilnosti zračnega micelija 
 
Geni, ki kodirajo proteine vpletene v nastanek zračnega micelija, se imenujejo »bald genes« 
oz. geni bld. Geni bld se imenujejo po morfotipu sevov z delecijo v enem izmed teh genov, 
ki niso zmožni tvoriti značilnega belega, puhastega zračnega micelija (so »goli« oz. bald po 
angl.). Poleg tega sevi z delecijo v bld navadno ne tvorijo antibiotikov, saj je nastanek 
antibiotikov povezan z začetkom diferenciacije (van Dissel in sod., 2014; Barka in sod., 
2015). Geni, katerih proteini sodelujejo pri  nastanku spor v zračni hifi se imenujejo »white 
genes« oz. geni whi. Imenujejo se po morfotipu sevov z delecijo v enem izmed genov whi, 
ki tvorijo zračni micelij, vendar ne sporulirajo (van Dissel in sod., 2014). 
 
Streptomicete lahko aminokisline (AK), sladkorje, nukleotide in lipide, ki jih potrebujejo za 
nastanek zračnega micelija, pridobijo z avtolitično razgradnjo vegetativnega micelija v 
procesu, podobnem programirani celični smrti (angl. programmed cell death ali PCD) 
(Barka in sod., 2015). Nastajajoče zračne hife obdaja hidrofobni plašč, ki zmanjša 
površinsko napetost in omogoči rast zračne hife iz trdnega gojišča v zrak. Po zaustavitvi 
podaljševanja zračne hife, se aktivira proces celične delitve (Traag in van Wezel, 2008). 
Vzdolž hife, na mestu nastanka sporulacijske septe (angl. sporulation septa), nastane večje 
število vzporednih Z-obročev, ki privabijo druge proteine, ki so del divisoma in z njimi 
tvorijo interakcije (Grantcharova in sod., 2005). Prične se sinteza peptidoglikana, ki nastaja 
vzporedno z ločitvijo in kondenzacijo DNA (Slika 2A, B) (Noens in sod., 2005).  
 
 
 
Slika 2: Nastanek spor v zračni hifi. Tekom nastanka »prespore« sporulacijska septa nastaja s sintezo 
peptidoglikana (A,B), ki nastaja vzporedno z ločitvijo in kondenzacijo DNA (B). Po nastanku »prespore« se 
prične sinteza peptidoglikana v stranskih stenah (C). Posamezne spore se iz verige med seboj povezanih 
enogenomskih spor sprostijo v procesu avtolize (D) (Noens in sod., 2005: 938). 
 
Ločitev in kondenzacija DNA se tako prične z nastankom Z-obročev in konča tik pred 
nastankom sporulacijskih sept (Slika 2B). Sporulacijske septe razmejijo zračno hifo na 
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verigo enakih predelov z eno kopijo genoma, imenovanih »prespore« (Slika 2C). Po 
nastanku »prespore« se prične sinteza peptidoglikana v stranskih stenah (Slika 2C). 
Posamezne spore se iz verige med seboj povezanih spor sprostijo v procesu avtolize (Slika 
2D) (Noens in sod., 2005).  
 
2.2.2 Morfologija streptomicet v tekočem gojišču 
 
Na industrijski ravni streptomicete običajno gojimo v tekočih gojiščih (submerzno), kjer se 
lahko nahajajo v treh različnih morfoloških oblikah (Slika 3). In sicer v obliki prostega 
razpršenega micelija, micelijskih skupkov in peletov (Yang in sod., 1996; Tamura in sod., 
1997; Pamboukian in sod., 2002). Pri prostem razpršenem miceliju najdemo posamezne hife, 
ki se zaradi medsebojnih interakcij prepletajo in tvorijo manjše preplete hif, ki jih imenujemo 
micelijski skupki. Večji in gostejši prepleti hif tvorijo pelete (Doran, 2013). 
 
 
 
Slika 3: Morfološke oblike, ki so značilne za streptomicete v tekočem gojišču. a) prost razpršen micelij – 
posamezne hife, b) micelijski skupek, c) pelet (Doran, 2013: 221). 
 
Morfološka diferenciacija je tesno povezana s sintezo sekundarnih metabolitov (Braun in 
Vecht-Lifshitz, 1991; Vecht-Lifshitz in sod., 1992). Donosi pri proizvodnji encimov in 
nekaterih antibiotikov so višji v primeru rasti v obliki razpršenega micelija in micelijskih 
skupkov (van Wezel in sod., 2000B; Bewick in sod., 1976; Wezel in sod., 2006), medtem 
ko so donosi pri proizvodnji drugih antibiotikov višji v primeru peletov (Martin in Bushell, 
1996; Jonsbu in sod., 2002).  
 
Morfološka oblika, ki je običajno dominantna v tekoči kulturi, je odvisna od vrste 
streptomicete. Za S. clavuligerus je tako značilna rast v obliki micelijskih skupov (van Dissel 
in sod., 2014), za S. coelicolor (van Wezel in sod., 2006) rast v obliki peletov, medtem ko 
S. venezuelae in S. rimosus (van Wezel in sod., 2006) rasteta v obliki razpršenega micelija. 
Delno lahko na morfologijo vplivamo tudi preko pogojev gojenja. Med slednje spadajo pH 
(Glazebrook in sod., 1992), viskoznost (O’Cleirigh in sod., 2005), dostopnost in raznolikost 
hranil (Jonsbu in sod., 2002; Yin in sod., 2008), način mešanja, zračenja (Braun in Vecht-
Lifshitz, 1991; Heydarian in sod., 1999), delež raztopljenega kisika (Yin in sod., 2008; 
Vecht-Lifshitz in sod., 1990), temperatura (Vecht-Lifshitz in sod., 1990) ter količina (Yin in 
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sod., 2008) in fiziološko stanje vcepka (van Dissel in sod., 2014; Wucherpfennig in sod., 
2010). 
 
2.2.3 Pomen morfologije v industrijskih procesih  
 
Viskoznost je pomemben reološki parameter, ki določa pretočnost kapljevine. V primeru 
laminarnega toka med dvema vzporednima ploščama, viskoznost predstavlja upor tekočine 
proti toku (Doran, 2013). Viskoznost bioprocesne brozge lahko izmerimo z različnimi 
viskozimetri, katerim je skupno, da pri znani hitrosti senzorja izmerijo upor brozge (Doran, 
2013). 
 
Višja viskoznost bioprocesne brozge, ki je značilna za micelijske skupke, vpliva na mešanje 
ter prenos snovi in kisika (Wucherpfennig in sod., 2010). Prenos kisika iz zračnega 
mehurčka v brozgo poteka z difuzijo preko fazne meje in mejnega sloja tekočine okoli 
zračnega mehurčka. Debelina mejnega sloja se pri višjih viskoznostih poveča, s tem se 
poveča upor mejnega sloja proti snovnemu prenosu kisika, prenos kisika pa je posledično 
slabši (Doran, 2013). Višja viskoznost tako zmanjša učinkovitost mešanja in prezračevanja, 
kar lahko delno ponovno izboljšamo z bolj intenzivnim mešanjem in prezračevanjem 
(Doran, 2013). Pri tem se poveča poraba energentov, hkrati pa lahko prekomerno mešanje 
in prezračevanje privede do nenadzorovane fragmentacije oz. avtolize micelija (van Wezel 
in sod., 2006). Intenziteta mešanja in zračenja pa je omejena tudi z zmogljivostjo 
bioreaktorja (van Dissel in sod., 2014). V zaključnih procesih je dodatno zaradi višjih 
viskoznosti otežena ločitev biomase od preostale brozge, kar poveča stroške proizvodnje 
metabolita (Doran, 2013). 
 
Rast v obliki peletov je iz vidika ekonomičnosti procesa v nekaterih primerih bolj zaželena 
kot rast v obliki micelijskih skupkov (van Dissel in sod., 2014). Za pelete je značilna brozga 
z manjšo viskoznostjo (Wucherpfennig in sod., 2010). Večji kot so peleti, manjša je 
viskoznost brozge (Tamura in sod., 1997). V primeru nižje viskoznosti je potreben manjši 
vnos moči za učinkovito mešanje in prezračevanje, enostavnejši so zaključni procesi 
(Wucherpfennig in sod., 2010). Eno glavnih omejitev pri rasti v obliki peletov predstavljajo 
območja pomanjkanja hranil in kisika ter posledično zavrti celični procesi in odmiranje 
biomase v notranjosti peleta, kar pomeni večjo količino neproduktivne biomase (Hille in 
sod., 2005; Wucherpfennig in sod., 2010). 
 
Morfologija tako lahko vpliva na lastnosti brozge in posledično na produktivnost procesa 
(Doran, 2013). Preko sprememb izražanja genov (Slika 4), katerih produkti vplivajo na 
morfologijo streptomicet (SsgA podobni proteini, CslA, FtsZ, CrgA podobni proteini, 
DivIVA, …) lahko vplivamo na njihovo morfološko obliko in tako bistveno vplivamo na 
način vodenja bioprocesov ter izboljšamo donose ciljnega produkta (van Dissel in sod., 
2014). 
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Slika 4: Vloga proteinov SsgA in CslA, vpletenih v fiziološke procese, ki določajo morfologijo streptomicet v 
tekoči kulturi (van Dissel in sod., 2014: 31). 
 
Vpliv genetskih sprememb na morfologijo streptomicet je najbolj raziskan pri manipulaciji 
SsgA podobnih proteinov (SALP) (van Dissel in sod., 2014). Zaradi prekomerno izraženega 
ssgA pri S. coelicolor A3(2) so hife v tekoči kulturi bolj fragmentirane (van Wezel in sod., 
2000A). Do fragmentacije najverjetneje pride zaradi večjega števila prečnih sten v 
vegetativni hifi (McCormick in sod., 1994), ki predstavljajo mesta nižje integritete hife in 
omogočajo bolj nadzorovano fragmentacijo (van Wezel in sod., 2006). Za krajše hife, ki se 
ne prepletajo oz. se prepletajo v manjši meri so tako značilne nižje viskoznosti (van Wezel 
in sod., 2006).  
 
Eden izmed proteinov, ki vpliva na morfologijo streptomicet, je sintetazi celuloze podoben 
protein (CslA) (van Dissel in sod., 2014). Pri S. coelicolor A3(2) je za seve z delecijo gena 
cslA v tekočem gojišču, značilna bolj razpršena rast micelija (Xu in sod., 2008). Z delecijo 
gena cslA, lahko tako domnevno zmanjšamo nastanek večjih, gostih peletov, kar je še 
posebej ugodno za streptomicete, pri katerih je produkcija želenega metabolita manjša v 
primeru večjih peletov (Xu in sod., 2008; Yin in sod., 2008). 
 
2.3 PROTEIN SsgA 
 
Protein SsgA (angl. for sporulation of Streptomyces griseus A) je majhen, 15-kDa velik 
protein (van Wezel in sod., 2000A). Uvrščamo ga v družino SsgA podobnih proteinov 
(SALP), ki jih najdemo pri aktinomicetah, ki so sposobne sporulacije in nekaterih drugih 
aktinomicetah s kompleksno morfologijo (rod Kineococcus). SALP imajo pomembno vlogo 
pri morfogenezi in sporulacijski celični delitvi (Noens in sod., 2005). Proteine, ki spadajo v 
družino SALP običajno sestavlja od 120 do 150 AK in si delijo od 30 do 50 % identičnih 
AK (Traag in van Wezel, 2008). Genom S. coelicolor A3(2) vsebuje zapis za 7 SALP (SsgA-
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G). Pri S. avermitilis najdemo 6 proteinov SALP in pri bakteriji S. griseus pet proteinov 
SALP (Traag in van Wezel, 2008). Pri vseh streptomicetah najdemo zapise za ortologe 
proteinov SsgA, SsgB, SsgD, SsgE in SsgG, z izjemo SsgG, katerega gen je odsoten v 
genomu S. avermitilis (Noens in sod., 2005). V genomih nekaterih streptomicet najdemo 
zapise za dodatne specifične SALP, kot sta npr. SsgF in SsgC pri S. coelicolor A3(2) in trije 
dodatni večji proteini pri S. griseus (SGR7098t, SGR41t, SGR128) (Traag in van Wezel, 
2008). 
 
2.3.1 Filogenetske lastnosti SALP 
 
Vse SALP lahko glede na filogenetske lastnosti razdelimo v tri skupine, in sicer SsgA, 
SsgBG, SsgDE, medtem ko dodatni specifični SALP ne pripadajo nobeni skupini (Noens in 
sod., 2005). SsgB je arhetip proteinov iz družine SALP (Traag in van Wezel, 2008). Na 
nivoju rodu Streptomyces je zaporedje AK proteina SsgB močno ohranjeno. Med ortologi 
SsgB različnih rodov je ohranjenost med zaporedji AK nekoliko manjše (40-50 %) (Girard 
in sod., 2013). Visoka ohranjenost v zaporedju AK nakazuje na sočasno evolucijo proteina 
SsgB s proteinom, s katerim tvori interakcije (FtsZ) (Traag in van Wezel, 2008; Willemse 
in sod., 2011).  
 
2.3.2 Funkcije SALP 
 
Funkcije posameznih SALP so najbolj raziskane pri S. coelicolor A3(2) in so podrobneje 
predstavljene v prilogi A. Noens in sod., 2005 predpostavljajo, da imajo SALP pomembno 
vlogo pri sintezi ali razgradnji peptidoglikana v procesu avtolize in imajo posledično 
pomembno vlogo pri celotnem procesu sporulacije. Glede na to, da sami proteini ne 
posedujejo encimske aktivnosti in se ne vežejo na DNA predvidevajo, da so SALP strukturni 
proteini, ki nadzorujejo aktivnost in/ali lokacijo encimov, zadolženih za sintezo in 
razgradnjo celične stene, kot so npr. penicilin vezavni proteini (angl. penicillin binding 
protein ali PBP) in avtolitični encimi (amidaze, endopeptidaze) (Noens in sod., 2005) ter 
tako zagotovijo, da celična stena nastane na pravilnih lokacijah v hifi (Noens in sod., 2007). 
Proteini SALP bi lahko delno nadomestili odsotnost proteinov FtsA, ZipA, Noc in MinCE, 
ki pri preostalih enoceličnih bakterijah predstavljajo pozitivne in negativne regulatorje 
sestavljanja Z-obroča (Noens in sod., 2007; Traag in van Wezel, 2008). 
 
2.3.3 Funkcija SsgA pri S. coelicolor A3(2) 
 
SsgA v vegetativni in zračni hifi označi mesto, kjer bo prišlo do večjih sprememb celične 
stene (Noens in sod., 2005). Mesta spremembe celične stene predstavljajo mesta kalitve 
spore, razvejanja, konica rastoče zračne hife in mesto nastanka sporulacijske septe, zaradi 
česar je tudi vpliv sprememb v genu ssgA na morfologijo streptomicet raznolik (Noens in 
sod., 2007; van Dissel in sod., 2014).  
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2.3.3.1 Kalitev spor 
 
SsgA ima pomembno vlogo pri kalitvi spor (Noens in sod., 2007). V primeru prekomernega 
izražanja ssgA se pri S. coelicolor A3(2) povprečno število kalitvenih cevk iz ene spore 
poveča in znaša okoli 2,5, medtem ko povprečno število kalitvenih cevk pri divjem tipu 
znaša 2,0. Pri tem je ob prekomerno izraženem ssgA možno opaziti tudi 5 ali več kalitvenih 
cevk iz ene spore. V primeru mutacije gena ssgA, se povprečno število kalitvenih cevk 
zmanjša in znaša 1,7 (Noens in sod., 2007). SsgA naj ne bi fizično sodeloval pri nastanku 
kalitvene cevke, vendar naj bi med zorenjem spor označil mesto, kjer bo do nastanka 
kalitvene cevke prišlo (Noens in sod., 2007).  
 
2.3.3.2 Nastanek sporulacijske septe in razvejanje 
 
Do sedaj najbolje raziskana funkcija SsgA je mehanizem uravnavanja lokacije nastanka 
sporulacijske septe (van Dissel in sod., 2014). SsgA spodbudi začetek nastanka sept v 
kulturah na trdnem gojišču in v tekoči kulturi ter je za proces sporulacije ključen protein 
(Noens in sod., 2007). 
 
Na mestu nastanka sporulacijske septe se prvi pojavi SsgA (Slika 5I) in na to mesto privabi 
SsgB ter aktivira začetek nastanka sporulacijske septe (Slika 5IIa). SsgB nato privabi FtsZ 
(Slika 5IIb). SsgB prispeva k vezavi polimerov proteina FtsZ na citoplazemsko membrano 
(III) in spodbudi nastanek Z-obroča (Slika 5IV) ter je tako del divisoma skozi celoten proces 
celične delitve pri sporulaciji (Willemse in sod., 2011). Vzporedno z začetkom nastajanja Z-
obroča se prične ločitev in kondenzacija DNA, ki ju omogočajo proteini ParAB in FtsK. Do 
končne ločitve DNA pride tik pred nastankom sporulacijske septe (Slika 5IV).  
 
 
 
Slika 5: Nastanek Z-obroča v zračni hifi (Barka in sod., 2016: 15).  
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Proteina SsgA in SsgB predstavljata pozitivno regulacijo lokacije nastanka Z-obroča in 
omogočata formiranje Z-obroča. Ob odsotnosti SsgA ali SsgB je nastanek Z-obroča 
onemogočen (Willemse in sod., 2011). 
 
Prekomerno izražanje gena ssgA pri S. coelicolor A3(2) povzroči bistvene morfološke 
razlike v vegetativni hifi (van Wezel in sod., 2000A). Zaradi prekomernega izražanje ssgA 
se poveča število prečnih sten (van Wezel in sod., 2000A; Noens in sod., 2005), medtem ko 
delecija v genu ssgA ne vpliva na nastanek prečnih sten v vegetativni hifi. To nakazuje na 
različne mehanizme nadzora nastanka prečnih sten v vegetativni hifi in sporulacijskih sept v 
zračni hifi (van Wezel in sod., 2000A). Prekomerno izražanje ssgA najverjetneje vpliva na 
nadzorni sistem, ki razlikuje med celično delitvijo pri nastanku prečne stene in celično 
delitvijo pri nastanku sporulacijske septe (Noens in sod., 2007). Posledično v vegetativni hifi 
nastane večje število tanjših prečnih sten. Le-te razdelijo vegetativno hifo na krajše in širše 
povezane odseke, ki so po velikosti podobni velikosti spor (van Wezel in sod., 2000A; van 
Wezel in sod., 2000B). Za sev s prekomerno izraženim ssgA je značilna tudi višja raven 
razvejanja, pri čemer so stranske hife bistveno krajše od stranskih hif pri divjem tipu (Noens 
in sod., 2007). Ker se prečne stene nahajajo blizu mest razvejišč (Flärdh in sod., 2012), 
predpostavljajo, da tako razvejišča (Wardell in sod., 2002) kot prečne stene (McCormick in 
sod., 1994) zmanjšajo integriteto hife in za hifo predstavljajo mesta, kjer lahko do 
fragmentacije pride hitreje. Posledično je pri submerznem gojenju, pri sevih s prekomerno 
izraženim ssgA možno opaziti višjo stopnjo fragmentacije, na nivoju erlenmajeric in na 
nivoju (5-50 L) bioreaktorjev (van Wezel in sod., 2000A; van Wezel in sod., 2006). Raven 
fragmentacije seva s prekomerno izraženim ssgA v tekočem se povečuje s časom gojenja in 
je sorazmerna z ravnijo izražanja ssgA (van Wezel in sod., 2000A; van Wezel in sod., 
2000B).  
 
Sevi z delecijo v genu ssgA pri S. coelicolor A3(2) imajo na trdnem gojišču morfotip, 
podoben morfotipu delecij genov whi. Zračne hife so prisotne, vendar sevi ne sporulirajo 
(gojišče z glukozo) oz. sporulirajo v manjši meri (gojišče z manitolom) (van Wezel in sod., 
2000A). Sevi S. coelicolor A3(2) z delecijo v genu ssgA v tekoči kulturi v primerjavi s 
starševskim sevom tvorijo večje micelijske skupke (van Wezel in sod., 2006). Kot posledica 
delecije v genu ssgA se spremeni izražanje večjega števila genov povezanih z morfologijo, 
kar nakazuje na nastanek večjih sprememb v nadzoru morfološke diferenciacije (Noens in 
sod., 2007). 
 
2.4 PROTEIN CslA 
 
Zunajcelični matriks zagotavlja integriteto strukture večceličnih organizmov in zaščito pred 
zunajceličnimi stresnimi dejavniki. Običajno je sestavljen iz različnih proteinov, 
polisaharidov in zunajcelične DNA (van Dissel in sod., 2014). CslA je encim, podoben 
sintetazi celuloze, in je membranski protein, ki spada med glikozil transferaze (Xu in sod., 
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2008). CslA sintetizira polimer, podoben celulozi (β-glukan), ki je del zunajceličnega 
matriksa pri streptomicetah in se akumulira na konicah rastoče hife. Posamezne enote 
polimera, se povezujejo z β-(1,4) glikozidnimi vezmi (Xu in sod., 2008). β-glukan dodatno 
modificirata encima GlxA in DtpA (Petrus in sod., 2016). Protein GlxA spada med oksidaze, 
ki v svoje aktivno mesto vežejo bakrove ione in ima pomembno vlogo pri sintezi in 
modifikaciji β-glukana, ki je pomembna za njegovo funkcijo in pravilno lokacijo (Chaplin 
in sod., 2015). Protein DtpA deluje kot peroksidaza tipa DyP in ima pomembno vlogo pri 
aktivaciji encima GlxA (Petrus in sod., 2016). 
 
2.4.1 Funkcija CslA 
 
CslA se večinoma nahaja na konicah hif v času kalitve spore, rasti vegetativne hife in 
podaljševanja zračne hife (Xu in sod., 2008). Delecija gena cslA ima velik vpliv na 
morfologijo streptomicet na trdnem in v tekočem gojišču (van Dissel in sod., 2014).  
 
Na trdnem gojišču pri S. coelicolor A3(2) sevi z delecijo cslA sporulirajo kasneje in v manjši 
meri v primerjavi z divjim tipom (Xu in sod., 2008). Morfotip sevov z delecijo gena cslA in 
lokacija CslA v hifi nakazujeta, da sintetizirani polimer ščiti konec rastoče hife in poveča 
njeno integriteto (Xu in sod., 2008). Celulozi podobni polisaharidi direktno prispevajo k 
pravilnemu razvrščanju komponent hidrofobnega plašča in s tem pozitivno vplivajo na 
sporulacijo (de Jong in sod., 2009).  
 
V tekoči kulturi pri S. coelicolor A3(2) je za seve z delecijo gena cslA značilna bolj razpršena 
rast micelija v primerjavi z divjim tipom. Sintetizirani polimer naj bi povečal integriteto 
peletov in lahko tako deloval kot »lepilo« ki povezuje posamezne hife skupaj (Xu in sod., 
2008). 
 
β-glukan, ki ga proizvaja CslA na konicah in lateralni strani hif, naj bi imel tudi pomembno 
vlogo pri pritrjevanju hif na hidrofobne podlage (Slika 6) (de Jong in sod., 2009). Fibrile β-
glukana, ki jih vsaj delno obdajo proteini čaplin (angl. chaplin) ter rodlin (angl. rodlin), 
sestavljajo fimbrije. Proteini čaplin in rodlin preprečijo razgradnjo fibril β-glukana s strani 
celulazi podobnih encimov. Fimbrije omogočajo povezavo hif na hidrofobne podlage (de 
Jong in sod., 2009) in domnevno povezave med sosednjimi hifami, ki omogočajo prepletanje 
hif v micelijske skupke in pelete (van Dissel in sod., 2014). β-glukan, ki ga izdeluje encim 
CslA, deluje kot ogrodje za nastanek fimbrij in prispeva k vezavi fimbrij na celično steno 
hif (de Jong in sod., 2009). Ob deleciji cslA se pritrjevanje fimbrij na hidrofobne površine 
zmanjša za okoli 50 %. Fimbrije so kljub deleciji cslA še vedno prisotne, kar nakazuje, da 
CslA ni esencialni protein za sam nastanek fimbrij. Poleg β-glukana, ki ga sintetizira CslA, 
je verjetno prisoten dodatni glukan, ki je del fimbrij in se sintetizira neodvisno od CslA (de 
Jong in sod., 2009). 
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Če so domneve, da micelijski skupki in peleti nastajajo preko povezav sosednjih hif s 
fimbrijami (van Dissel in sod., 2014), pravilne, ob deleciji cslA zmanjšamo slednje 
povezave, zaradi česar se zmanjša integriteta peletov oz. micelijskih skupkov.  
 
 
 
Slika 6: Pomen CslA pri vezavi na hidrofobne podlage. Polisaharid, ki ga izdeluje encim CslA, prispeva k 
vezavi fimbrij na celično steno hif in deluje kot ogrodje za nastanek fimbrij. Fimbrije pripomorejo k vezavi na 
hidrofobno podlago (de Jong in sod., 2009: 1136). 
 
2.5 GENSKI INŽENIRING  
 
Pristopi genskega inženiringa nam omogočajo, da preko povečanega izražanja ali s 
preprečitvijo izražanja ciljnega gena vplivamo na želeno lastnost seva. V ta namen so na 
voljo številne metode, ki omogočajo izvedbo spremembe na točno določenem mestu 
genoma. V primerjavi z ostalimi metodami sistem CRISPR/Cas danes lahko predstavlja hitro 
in učinkovito metodo za delecijo genov (Wang in sod., 2016), medtem ko za preprost vnos 
genetskega materiala na točno določeno mesto v genomu pogosto uporabljamo integrativne 
vektorje, ki izrabljajo virusne integraze (Smith in Thorpe, 2002). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Biološki material (mikroorganizmi) 
 
Preglednica 1: Bakterijski sevi, uporabljeni v magistrskem delu. 
 
Mikroorganizem Vir Okrajšava  
Escherichia coli JM109  Promega - 
Escherichia coli ET12567/pUZ8002 Flett in sod., 1997 - 
Streptomyces clavuligerus K4630 Lek d.d. Divji tip A 
Streptomyces clavuligerus K4664 Lek d.d. Divji tip B 
Streptomyces clavuligerus ΔssgA K4864 Lek d.d. ΔssgA 
Streptomyces clavuligerus::pAET/P1_ssgA K4885  Lek d.d. OE_ssgA 
Streptomyces clavuligerus ΔcslA K4909  Lek d.d. ΔcslA 
Streptomyces clavuligerus::pAET/P1_cslA K4902  Lek d.d. OE_cslA 
 
3.1.2 Plazmidi 
 
Preglednica 2: Seznam plazmidov, ki smo jih uporabili v magistrskem delu. 
 
Ime plazmida Vir 
pGEM-T Easy Vector Promega 
pUC57/crispr_cslA Genewiz, ZDA 
pUC57/crispr_ssgA Genewiz, ZDA 
pUC57/P1_ssgA Genewiz, ZDA 
pREP_P1_w.t.cas9 Lek d.d. (Mrak in sod., 2018) 
pREP_P1_w.t.cas9_crispr ssgA Lek d.d. 
pREP_P1_w.t.cas9_crispr cslA Lek d.d. 
pAET/P1_ssgA Lek d.d. 
pAET/P1_cslA Lek d.d. 
 
3.1.3 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 3: Začetni oligonukleotid, uporabljeni pri reakciji PCR. 
 
Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5'3' 
cslA_conf_F GCACGTATGACCGATTAGTGGCC 
cslA_conf_R CCTATCTGTGGATCAAACGTCCGG 
cslA_conf_IN_R2 TGGTGACGAACGTGTCGTAGTTGC 
pAET_conf_F2 GCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGG 
pAET_conf_R2 ACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTG 
SsgA_conf_F ATATCGCCTCAGTGGTCAACACCCT 
SsgA_conf_R AAAATGACCGAATGACCGCCACT 
SsgA_conf_IN_F GATTCCGGTGGAACTGCGTTATGA 
P1 reverse (cslA_R_Xbal) GCGCTCTAGACTTGCGGTGGTTGACCCGTCC 
P2 forward (cslA_F_Ndel) CGCGCATATGACAACGCCCAGTGGCGCTGG 
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3.1.4 Encimi  
 
Preglednica 4: Restrikcijski encimi, uporabljeni za restrikcijo pDNA.  
 
Restrikcijski encim Restrikcijsko mesto Proizvajalec 
FastDigest HindIII 5'…AAGCTT…3' 
3'…TTCGAA…5' 
Thermo Scientific 
FastDigest XbaI 5'…TCTAGA…3' 
3'…AGATCT…5' 
Thermo Scientific 
FastDigest KpnI 5'…GGTACC…3' 
3'…CCATGG…5' 
Thermo Scientific 
FastDigest NdeI 5'…CATATG…3' 
3'…GTATAC…5' 
Thermo Scientific 
 
Preglednica 5: Preostali encimi, uporabljeni v magistrskem delu. 
 
Ostali encimi Proizvajalec 
Q5 Start High-Fidelity DNA polimeraza New England Biolabs 
GoTaq Flexi DNA polimeraza  Promega 
T4 DNA ligaza  Promega 
 
3.1.5 Antibiotiki 
 
Antibiotike (Preglednica 6) smo predhodno pripravili v založnih koncentracijah. Raztopili 
smo jih v ustreznem volumnu ultra čiste vode (Ap, K, Amp) ali 96 % etanola (Chl), 
sterilizirali s filtracijo skozi pore (0,2 µm) in jih do uporabe hranili na 4 °C. 
 
Preglednica 6: Antibiotiki, uporabljeni v magistrskem delu.  
 
Antibiotik Vir 
Ampicilin (Amp) Roche 
Apramicin (Ap) Sigma-Aldrich, Merck 
Kanamicin (K) Sigma-Aldrich, Merck 
Kloramfenikol (Chl) Boehringer Mannheim GmbH 
Nalidiksna kislina  Sigma-Aldrich, Merck 
 
3.1.6 Gojišča 
 
Za pripravo vseh gojišč smo uporabili ultra čisto vodo in jih sterilizirali z avtoklaviranjem 
20 min (trdna) oz. 15 min (tekoča) pri 121 °C in nadtlaku 1 bar. Nato smo jih ohladili na 
50 °C v vodni kopeli in po potrebi dodali želeni antibiotik v primerni koncentraciji. 
Preglednica 7 prikazuje končne koncentracije antibiotikov v gojišču, ki smo jih uporabili za 
selekcijo E. coli, medtem ko so končne koncentracije antibiotikov v gojišču za selekcijo 
S. clavuligerus poslovna skrivnost. Sterilna gojišča smo do uporabe hranili na 4 °C. 
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Preglednica 7: Končne koncentracije posameznih antibiotikov v gojišču za selekcijo E. coli. 
 
 Selekcija E. coli 
Antibiotik Koncentracija v gojišču (µg/ml) 
Ampicilin (Amp) 100 
Apramicin (Ap) 25 
Kanamicin (K) 25 
Kloramfenikol (Chl) 25 
Nalidiksna kislina - 
 
3.1.6.1 Trdna gojišča 
 
 Luria-Bertani (LB) 
 
Za gojenje bakterij E. coli smo uporabili trdno gojišče LB, ki smo ga pripravili tako, da smo 
raztopili 35 g DifcoTM LB Agar Lennox (BD Difco) v 1 L ultra čiste vode.  
 
 ISP-4 
 
ISP-4 (Preglednica 8) smo uporabili za gojenje S. clavuligerus.  
 
Preglednica 8: ISP-4 trdnega gojišča 
 
Spojina Količina (g/L) 
Topni škrob (Sigma-Aldrich, Merck) 10 
K2HPO4 (Sigma-Aldrich, Merck) 1 
MgSO4·7H2O (Sigma-Aldrich, Merck) 1 
NaCl (Emsure, Merck) 1 
(NH4)2SO4 (Sigma-Aldrich, Merck) 2 
CaCO3 (Sigma-Aldrich, Merck) 2 
FeSO4·7H2O (Sigma-Aldrich, Merck) 0,1 
MnCl2·4H2O (Sigma-Aldrich, Merck) 0,1 
ZnSO4·7H2O (Sigma-Aldrich, Merck) 0,1 
Agar (BD Difco) 20 
 
3.1.6.2 Tekoča gojišča  
 
 Tekoče gojišče 2x YT 
 
Preglednica 9: Tekoče gojišče 2x YT 
 
Spojina Količina (g/L) 
Tripton (BD Difco) 16 
Kvasni ekstrakt (BD Difco) 10 
NaCl (Emsure, Merck) 5 
 
Gojišče smo sterilizirali s filtracijo skozi pore (0,2 µm).  
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 Tekoče gojišče LB 
 
Preglednica 10: Tekoče gojišče LB 
 
Spojina Količina 
Difco LB Broth (BD Difco) 20 g/L 
 
 Tekoče gojišče SOB in SOC 
 
Preglednica 11: Tekoče gojišče SOB. *: dodamo po sterilizaciji s filtracijo skozi pore (0,2 µm) 
 
Spojina Količina  
Tripton (BD Difco) 20 g/L 
Kvasni ekstrakt (BD Difco) 5 g/L 
NaCl (Emsure, Merck) 0,5 g/L 
250 mM KCl (Sigma-Aldrich, Merck) 10 mL/L 
2 M MgCl2 (Sigma-Aldrich, Merck)* 5 mL/L 
 
Pred avtoklaviranjem smo prilagodili pH gojišča SOB z 1 M NaOH na pH 7. Za pripravo 
gojišča SOC smo gojišču SOB aseptično dodali 10 ml 2 M glukoze (Sigma-Aldrich, Merck), 
ki smo jo predhodno filtrirali skozi pore (0,2 µm). 
 
 Vegetativna in produkcijska tekoča gojišča za gojenje bakterije S. clavuligerus 
 
Natančni podatki o sestavi in načinu priprave tekočih gojišč, ki so jih razvili na oddelku 
MS&T laboratorij (Lek d.d., Mengeš) za gojenje bakterije S. clavuligerus, so poslovna 
skrivnost. Vsem gojiščem je skupno, da so kompleksna ter vsebujejo vir proteinov, vir 
ogljika (enostavni ali sestavljeni sladkorji), soli, različne minerale in olja. Uporabljena 
gojišča smo poimenovali s črkami od A do D.  
 
3.1.7 Puferske raztopine 
 
 Pufer 5x TBE  
 
Preglednica 12: Pufer 5x TBE  
 
Spojina Količina  
Sigma 7-9 (Sigma-Aldrich, Merck) 54 g/L 
Borova kislina (Emsure, Merck) 27,5 g/L 
0,5 M EDTA (pH 8) (Sigma-Aldrich, Merck) 20 mL 
Ultra čista voda do 1000 mL 
 
 Pufer TE 
 
Preglednica 13: Pufer TE  
 
Spojina Količina (mL)  
1 M Tris-HCl (pH 8) (Sigma-Aldrich, Merck) 1 
0,5 M EDTA (pH 8) (Sigma-Aldrich, Merck) 0,2 
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 Preostale puferske raztopine 
 
Preglednica 14: Preostale puferske raztopine, uporabljene v magistrskem delu. 
 
Spojina Proizvajalec  
10x FastDigest pufer za restrikcijo  Thermo Scientific 
10x FastDigest Green pufer za restrikcijo Thermo Scientific 
5X GoTaq reakcijski pufer (adenilacija) Promega 
5X Q5 reakcijski pufer (PCR)  New England Biolabs 
10x T4 DNA ligazni pufer Promega 
 
3.1.8 Preostale spojine in reagenti 
 
Preglednica 15: Preostale spojine in reagenti, uporabljeni v magistrskem delu. 
 
Spojina Proizvajalec 
1 M raztopina natrijevega hidroksida (NaOH) Merck 
1 mM dATP Promega 
10 mM dNTPs (PCR) Thermo Scientific 
25 mM MgCl2  KAPA BIOSYSTEMS 
5x Q5 High GC ojačevalec (Q5 High GC enhancer) (PCR) New England Biolabs 
Agaroza  Sigma-Aldrich, Merck 
Barvilo za obarvanje fragmentov DNA na agaroznih gelih Midori Green Direct, Nippon 
Genetics 
DNA nanašalni pufer (6x DNA Gel Loading Dye) Thermo Scientific 
DNA velikostni standard (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder) Thermo Scientific 
EDTA dinatrijevega dihidrata (EDTA Na2O8 x 2H2O) Sigma-Aldrich, Merck 
Etanol Merck 
Fiziološka raztopina (0,9 % NaCl) Emuse, Merck 
Kristal vijolično  Sigma-Aldrich, Merck 
Natrijev hidroksid (NaOH)  Sigma-Aldrich, Merck 
Teofilin Sigma-Aldrich, Merck 
Tris-HCl (Trizma hydrochloride) Sigma-Aldrich, Merck 
X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-D-galaktopiranozid) Promega 
 
3.1.9 Komercialni kompleti 
 
Preglednica 16: Komercialni kompleti 
 
Komercialni komplet Proizvajalec 
The Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega 
The Wizard SV Minipreps DNA Purification System Promega 
pGEM-T Easy Vector System Promega 
QIAxcel DNA Screening Kit QIAGEN 
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3.1.10 Programska oprema 
 
Preglednica 17: Programska oprema  
 
Programska oprema Proizvajalec / razvijalec 
Geneious 8.1.9 Biomatters 
GraphPad Prism 8.0.0. GraphPad Software 
Image-Pro Premier 9.3 Media Cybernetics 
LabX direct pH Mettler Toledo 
Microsoft Excel 2013 Microsoft 
Qiaxcel ScreenGel 1.3.0 QIAGEN 
VectorNTI verzija 10.0 Invitrogen 
MEGA verzija 10.0.4 Pennsylvania State University, Kumar in sod., 2018 
 
3.1.11 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 18: Laboratorijska oprema 
 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Analitska tehtnica  Mettler Toledo 
Avtoklav Kambič 
Avtomatske pipete Eppendorf 
Brezprašna komora Iskra PIO 
Centrifuga Eppendorf 
Futura Biomass Monitoring system ABER Instruments Ltd 
Hladilnik (4 °C) Liebherr 
Inkubator (25 °C) Kambič 
Inkubator (37 °C) Binder 
Kamera Lumenera Infinity3 Lumenera Corporation 
Kapilarna elektroforeza Qiaxcel QIAGEN 
Magnetno mešalo IKA 
Mikrovalovna pečica Gorenje 
Milli-Q Advantage A10 Merck 
Namizni računalnik Lenovo  Lenovo 
Naprava za elektroforezo  Pharmacia Biotech 
Naprava za elektroporacijo (Multiporator) Eppendorf 
Naprava za PCR Eppendorf 
pH meter Mettler Toledo 
Pilotni bioreaktor (70 L) Applicon Biotehnology 
Ročne pipete (100 µL, 200 µL, 1 mL, 5 mL)  Eppendorf 
Sistem za zajem slik T:genius Syngene 
Spektofotometer SpectraMax M2  Molecular Devices 
Stresalnik Kambič 
Svetlobni mikroskop Olympus BX50 Olympus 
Tehtnica WPX2500 Radwag 
Termoblok PEQLAB Biotechnologie GmbH 
Vodna kopel Kambič 
Zamrzovalna omara (-20 °C) Gorenje 
Zamrzovalna omara (-80 °C) SANYO 
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3.1.12 Steklovina in potrošni material 
 
 Centrifugirke (50 / 15 mL) 
 Eppendorf kivete (Eppendorf)  
 Filtri s porami 0,2 µm 
 Objektna in krovna stekelca za mikroskopijo 
 Različni nastavki za pipete (Eppendorf)  
 Kovinska spatula 
 Plastične cepilne zanke za enkratno uporabo (10µL) 
 Plastične petrijevke 
 Erlenmajerice (100 mL in 250 mL)  
 Ročni homogenizator  
 Epice (1,5 mL in 2 mL) 
 Zamrzovalna steklenička (2 mL) 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Bioinformatske metode 
 
Bioinformatsko analizo smo naredili pri Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 (NCBI št. 
genoma CM000913.1; Medema in sod, 2010), katere genom je javno dostopen. Rezultate 
smo nato primerjali z rezultati bioinformatske analize pri industrijskih sevih S. clavuligerus 
(Lek d.d., Mengeš; podatki o genomu so poslovna skrivnost), potomcih S. clavuligerus 
ATCC 27064, ki proizvajajo več KK. Slednje smo uporabili za nadaljnje genetske 
modifikacije.  
 
3.2.1.1 Identificiranje potencialnih proteinov (SsgA, CslA) pri Streptomyces clavuligerus 
ATCC 27064 
 
Ciljne gene (cslA in ssgA) smo izbrali s pregledom literature pri modelnem organizmu 
Streptomyces coelicolor A3(2) (NCBI št. genoma NC_003888.3; Bentley in sod., 2002). V 
podatkovni zbirki NCBI smo našli zaporedja AK ciljnih proteinov pri S. coelicolor A3(2) in 
nato s pomočjo računalniškega orodja BLAST (Altschul in sod., 1990) identificirali ortologe 
pri S. clavuligerus ATCC 27064. Zaporedja AK proteinov smo pridobili iz podatkovne 
zbirke NCBI (03.01.2018, priloga B). 
 
3.2.1.2 Filogenetska analiza potencialnih proteinov (SsgA, CslA)  
 
S pomočjo računalniškega programa MEGA (Kumar in sod., 2018) in vgrajenim orodjem 
MUSCLE (Edgar, 2004) (Slika 7) smo primerjali proteinska zaporedja ortologov 
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potencialnih proteinov z znano funkcijo ter potencialnih ortologov pri različnih 
streptomicetah. Za izgradnjo filogenetskega drevesa smo nato uporabili metodo največje 
verjetnosti (angl. Maximum Likelihood Approach) z dodatno metodo preverjanja verjetnosti 
rešitve drevesa (angl. Bootstrap) (Slika 8).  
 
 
 
Slika 7: Parametri, ki smo jih upoštevali za poravnavo proteinskih zaporedij z orodjem MUSCLE. 
 
 
 
Slika 8: Parametri, ki smo jih upoštevali pri filogenetski analizi s programom MEGA. 
 
3.2.1.3 Preverjanje prisotnosti dodatnih paralogov potencialnih proteinov (SsgA, CslA) 
 
Primerjali smo AK zaporedje ciljnega proteina pri S. clavuligerus ATCC 27064 z zaporedji 
preostalih proteinov v podatkovni zbirki pri S. clavuligerus ATCC 27064 (pBLAST) in tako 
preverili prisotnost dodatnih paralogov ciljnega proteina. 
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3.2.1.4 Izbira začetnega kodona potencialnih genov (ssgA, cslA) 
 
Pri izbiri potencialnega začetnega kodona (ATG) izbranega gena smo bili pozorni, da se v 
njegovi okolici nahaja mesto vezave ribosoma na DNA (GAGAAGG). V bližini izbranega 
začetnega kodona smo izločili tudi prisotnost alternativnih začetnih kodonov (npr. ATG, 
GTG, CTG). 
 
3.2.1.5 Postopek genskih manipulacij z uporabo CRISPR/Cas9  
 
Sistem CRISPR oz. gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (angl. 
Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) pri bakterijah predstavlja t.i. 
protivirusni imunski sistem, ki lahko prepozna in cepi specifično zaporedje tuje DNA (Tao 
in sod., 2018).  
 
V genskem inženiringu sistem CRISPR/Cas9 lahko omogoča učinkovito in tarčno urejanje 
genoma (Wang in sod., 2016). RNA vodnica (angl. guiding RNA) oz. gRNA je komponenta 
sistema CRISPR, ki v kompleksu s Cas9 omogoča specifično prepoznavo poljubnega dela 
genoma (zaporedje 20 bp), kateremu sledi zaporedje PAM (NGG) (Tao in sod., 2018). Cas9 
nato v prepoznanih zaporedjih v bližini mesta PAM prereže obe verigi DNA (Wang in sod., 
2016). 
 
Za in silico načrtovanje gRNA smo uporabili računalniški program Geneious (verzija 8.1.9, 
Biomatters). Določili smo tarčni zaporedji, ki sta homologni zaporedju mesta rezanja in se 
nahajata na začetku in koncu izbranega gena (Slika 9, Preglednica 19). Tarčnim zaporedjem 
smo dodali mesto PAM (NGG). Izločili smo dodatna mesta prileganja gRNA znotraj genoma 
S. clavuligerus in genoma E. coli ET12567/ pUZ8002, ki bi lahko vplivala na specifičnost 
gRNA.  
 
 
 
Slika 9: Mehanizem izbitja gena s pomočjo sistema CRISPR/Cas preko dvojne homologne rekombinacije 
(Wang in sod., 2016: 281). 
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Preglednica 19: Tarčna zaporedja, ki smo jih uporabili v magistrskem delu. 
 
Ime tarče Nukleotidno zaporedje 5'  3' 
Tarča 1 cslA L cggctgtcccggtagagata 
Tarča 2 cslA D agggtgtcgtcgttgaggtt 
Tarča 1 ssgA L tacgcccgctcctgccccag 
Tarča 2 ssgA D acgacaactcctcggagaca 
 
Za večjo uspešnost pravilnega popravljanja dvojnih prelomov in s tem večjo uspešnost 
preživetja kolonije plazmid za urejanje genoma vsebuje matrično (homologno) zaporedje 
(Wang in sod., 2016). Matrično zaporedje sestavljata dva dela, ki sta homologna zaporedju 
»upstream« in »downstream« od tarčnih zaporedij (Slika 9). Homologni zaporedji 
omogočata popravilo dvojnega preloma DNA z dvojno homologno rekombinacijo (Wang in 
sod., 2016). Pri izbiri homolognih zaporedij smo bili pozorni na njihovo dolžino (500 – 
1000 bp) ter da se nahajajo v bližini tarčnih zaporedij.  
 
Načrtovano RNA vodnico in homologna zaporedja smo pridobili iz sinteze DNA (Genewiz, 
ZDA) in nato preklonirali v ogrodje plazmidne DNA (pDNA) za izbijanje genov s sistemom 
CRISPR/Cas, pREP_P1_w.t.cas9, ki so ga razvili na oddelku MS&T laboratorij, Lek d.d. 
(Mrak in sod., 2018) (Slika 10).  
 
 
 
Slika 10: Sestavni deli plazmidnih vektorjev za urejanje genoma s sistemom CRISPR/Cas (Mrak in sod., 2018) 
skupaj s tarčnimi in homolognimi zaporedji, ki smo jih uporabili v magistrskem delu.  
 
Ogrodje plazmidne DNA za izbijanje genov s sistemom CRISPR/Cas, pREP_P1_w.t.cas9 
(Mrak in sod., 2018) vsebuje zapis za encim Cas9 (angl. CRISPR associated (Cas) protein 
9) z optimiziranimi kodoni, postavljen pod promotor P1 (ermE*, združen s teofilinskim 
ribostikalom) (Rudolph in sod., 2013), zapis za uravnavanje podvajanja plazmida v E. coli 
(mesto ori, angl. origin of replication), zapis za protein Rep* (angl. replication initiator 
protein), ki omogoča začetek podvajanja plazmidnega vektorja, elementa, pomembna za 
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prenos plazmida v drugo bakterijsko celico med konjugacijo (zapis za protein TraJ, angl. 
transfer protein J in mesto oriT, angl. origin of transfer) (Kieser in sod., 2000) ter zapis za 
odpornost proti Ap (aac(3)IV), ki omogoča vzdrževanje plazmida CRISPR/Cas9 v celici do 
izvedbe mutacije (Wang in sod., 2016; Tao in sod., 2018).  
 
3.2.1.6 Genski inženiring s pomočjo integraze ϕC31 
 
Za vključevanje heterologne DNA v genom streptomicet pogosto uporabljamo integrativne 
vektorje, ki vsebujejo zapis za integrazo ϕC31 (Smith in Thorpe, 2002). Integraza ϕC31 
katalizira irreverzibilno homologno rekombinacijo med mestom attB (angl. attachment site 
in bacteria) v genomu streptomicet in homolognim mestom attP (angl. attachment site on 
the plasmid) na plazmidnem vektorju (Smith in Thorpe, 2002). 
 
Z namenom ovrednotenja spremembe v fenotipu zaradi prekomernega izraženja izbranega 
gena, smo izbrani gen (ssgA ali cslA) postavili pod nadzor promotorja P1 (ermE*, združen s 
teofilinskim ribostikalom) (Rudolph in sod., 2013). Nukleotidno zaporedje gena ssgA pod 
promotorjem P1 smo pridobili iz sinteze DNA (Genewiz, ZDA) in nato preklonirali v 
ogrodje plazmidne DNA za prekomerno izražanje genov, pAET, ki so ga razvili na oddelku 
MS&T laboratorij (Lek d.d., Mengeš) (Slika 11).  
 
 
 
Slika 11: Sestavni deli plazmidnih vektorjev za prekomerno izražanje genov, ki smo jih uporabili v 
magistrskem delu. 
 
Ogrodje plazmidne DNA za prekomerno izražanje genov, pAET, vsebuje zapis za integrazo 
ϕC31, mesto attP, zapis za uravnavanje podvojevanja plazmida v E. coli (mesto ori, angl. 
Origin of replication), elementa, pomembna za prenos plazmida v drugo bakterijsko celico 
med konjugacijo (zapis za protein TraJ, angl. transfer protein J in mesto oriT, angl. origin 
of transfer) (Kieser in sod., 2000) ter zapis za odpornost proti Ap (aac(3)IV), s katerim 
posredno potrjujemo uspešnost transformacije (Kieser in sod., 2000). 
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3.2.1.7 In silico načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
 
Začetne oligonukleotide (Preglednica 3) smo načrtovali s pomočjo računalniškega programa 
Vector NTI verzija 10.0 in jih naročili pri podjetju Integrated DNA Technologies, ZDA. Pri 
tem smo bili pozorni na primerno temperaturo taljenja (Tm), njihovo orientacijo in velikost 
ter možnost nastanka nezaželenih sekundarnih struktur ali dimerov začetnih 
oligonukleotidov. 
 
Pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov za potrjevanje genotipov sevov z izbitim genom 
smo upoštevali, da se en par začetnih oligonukleotidov prilega v homolognih zaporedji 
(Slika 12: začetni oligonukleotid 1 in 3). Pri drugem paru začetnih oligonukleotidov se en 
od začetnih oligonukleotidov nahaja v eni izmed homolognih zaporedij (Slika 12: začetni 
oligonukleotid 3), drugi pa v delu, ki ga brišemo iz genoma (Slika 12: začetni oligonukleotid 
2). Z izbiro dveh parov začetnih oligonukleotidov lahko tako ločimo seve, kjer do mutacije 
ni prišlo, vendar še vedno vsebujejo plazmid pREP ter genotip sevov z mutacijo v izbranem 
genu.  
 
 
Slika 12: Načrtovanje začetnih oligonukleotidov pri potrjevanju genotipov sevov z izbitim genom. Številke 1-
3 prikazujejo posamezni začetni oligonukleotid (Wang in sod., 2016: 281). 
 
Pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov za potrjevanje genotipov sevov s prekomerno 
izraženim genom smo upoštevali, da se par začetnih oligonukleotidov prilega na delu 
ogrodja pAET. Pomnoženi del pa vsebuje izbrani gen pod nadzorom promotorja P1.  
 
Za pomnoževanje nukleotidnega zaporedja gena cslA iz genomske DNA smo uporabili 
začetna oligonukleotida cslA_R_Xbal in cslA_F_Ndel, s katerima smo na konec 
pomnoženega fragmenta DNA vnesli dodatni restrikcijski mesti. Pri tem smo bili pozorni, 
da smo pomnožili celoten gen cslA. Za začetek gena smo izbrali začetni kodon, ki smo ga 
predhodno določili z bioinformatsko analizo. Na 3'-konec začetnih oligonukleotidov v 
primerni orientaciji smo dodali nukleotidno zaporedje za nastanek restrikcijskih mest (v 
primerni orientaciji), ki jih prepoznata restrikcijska encima XbaI in NdeI ter dodatne 
nukleotide (CGCG), da smo zagotovili pravilno pomnoževanje restrikcijskih mest.  
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3.2.2 Splošne molekularne metode  
 
Splošne molekularne metode smo uporabili za pripravo plazmidnih vektorjev in genetske 
manipulacije sevov S. clavuligerus K4630 (divji tip A) in S. clavuligerus K4664 (divji tip 
B) (Slika 13, Slika 14). Genetske manipulacije gena ssgA smo izvajali v divjem tipu A, 
medtem ko smo genetske manipulacije gena cslA izvajali v divjem tipu B. Z izbitjem ssgA 
smo pridobili sev, ki smo ga poimenovali S. clavuligerus ΔssgA K4864 (krajše ΔssgA). Sev 
z izbitim cslA smo poimenovali S. clavuligerus ΔcslA K4909 (krajše ΔcslA). Sev s 
prekomerno izraženim ssgA smo poimenovali S. clavuligerus::pAET/P1_ssgA K4885 
(krajše OE_ssgA), medtem ko smo sev s prekomerno izraženim cslA poimenovali 
S. clavuligerus::pAET/P1_cslA K4902 (krajše OE_cslA). 
 
 
 
Slika 13: Shema bioinformatskih in splošnih metod, ki smo jih uporabili za pridobitev sevov OE_ssgA in 
OE_cslA. 
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Slika 14: Shema bioinformatskih in splošnih metod, ki smo jih uporabili za pridobitev sevov ΔssgA in ΔcslA. 
 
3.2.2.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
 PCR za pomnoževanje fragmenta DNA iz genomske DNA  
 
Nukleotidno zaporedje gena cslA smo pomnožili iz genomske DNA, izolirane iz bakterije 
S. clavuligerus.  
 
Preglednica 20: Količine reagentov, uporabljene pri reakciji PCR za pomnoževanje fragmenta DNA iz 
genomske DNA. 
 
Reagent Založna 
koncentracija 
Volumen µL 
(50 µL) 
Q5 High GC ojačevalec 5x 5  
Q5 reakcijski pufer 5x 5  
Mešanica deoksinukleozid trifosfatov (dNTP) 10 mM 1  
Začetni oligonukleotid-povratni (cslA_R_Xbal) 100 mM 1  
Začetni oligonukleotid-vodilni (cslA_F_Ndel) 100 mM 1  
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polimeraza 2000 enot/mL 0,2  
Matrična DNA  4  
Ultra čista voda - 32,8  
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Preglednica 21: Temperaturni profil reakcije PCR za pomnoževanje fragmenta DNA iz genomske DNA. 
 
Korak Št. ciklov Temperatura (°C) Trajanje 
Začetna denaturacija DNA 1 98  3 min 
 1 95  3 min 
Denaturacija DNA 
35 
95  20 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 64,5  20 s 
Podaljševanje verige 72  1 min 45s 
Zaključno podaljševanje verige 1 72  5 min 
Hlajenje 1 4  - 
 
Uspešnost pomnoževanja smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo, kjer smo v primeru 
uspešnega pomnoževanja pričakovali pomnožek velikosti 1985 bp.  
 
 PCR na osnovi kolonije 
 
PCR na osnovi kolonije nam je omogočil namnožitev točno določenega zaporedja DNA za 
potrjevanje prisotnosti plazmidov po izvedeni konjugaciji in genotipov pridobljenih sevov 
bakterij S. clavuligerus. Matrične DNA smo izolirali iz posamezne kolonije s temperaturno 
obdelavo spor posameznih kolonij bakterij S. clavuligerus, po postopku, ki ga opravljajo na 
oddelku (MS&T laboratorij, Lek). Izolirane matrične DNA smo do uporabe hranili pri 4 °C.  
 
Preglednica 22: Temperaturni profil pri reakciji PCR na osnovi kolonije. *: čas podaljševanja verige odvisen 
od velikosti pomnoženega DNA fragmenta. **: T prileganja začetnih oligonukleotidov odvisna od Tm parov 
začetnih oligonukleotidov. 
 
 Korak Št. ciklov Temperatura (°C) Trajanje 
Začetna denaturacija DNA 1 98 °C 3 min 
 1 95 °C 3 min 
Denaturacija DNA 
35 
95 °C 20 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov ** 20 s 
Podaljševanje verige 72 °C 45 s / 1 min* 
Zaključno podaljševanje verige 1 72 °C 5 min 
Hlajenje 1 4 °C - 
 
Reakcijsko mešanico (Preglednica 23) smo razdelili v posamezne luknjice na PCR-
mikrotitrski ploščici in ji dodali matrično DNA (končni volumen 12,5 µL). Kot negativna 
kontrola je služila ultra čista voda, kot pozitivna kontrola pa primerna pDNA 
(pREP_P1_w.t.cas9_crispr ssgA, pREP_P1_w.t.cas9_crispr cslA, pAET/P1_cslA, 
pAET/P1_ssgA) 
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Preglednica 23: Sestava reakcijske mešanice pri reakciji PCR na osnovi kolonije. 
 
Reagent Založna koncentracija Volumen µL (150 µL) 
Q5 High GC ojačevalec 5x 30  
Q5 reakcijski pufer 5x 30  
dNTP 10 mM 3  
Začetni oligonukleotid 1  100 mM 3  
Začetni oligonukleotid 2  100 mM 3  
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polimeraza 2000 enot/mL 1  
Matrična DNA - 1 
Ultra čista voda - Do 150  
 
Preglednica 24: Pari začetnih oligonukleotidov pri posameznem genotipu oz. ob prisotnosti določene pDNA.  
 
Par začetnih oligonukleotidov Genotip / prisotnost pDNA 
cslA_conf_F, cslA_conf_R ΔcslA, pREP_P1_w.t.cas9_crispr cslA  
 divji tip B 
cslA_conf_F, cslA_conf_IN_R2 divji tip B 
 ΔcslA, pREP_P1_w.t.cas9_crispr cslA 
pAET_conf_F2, pAET_conf_R2 pAET/P1_ssgA 
 pAET/P1_cslA 
SsgA_conf_F, SsgA_conf_R ΔssgA, pREP_P1_w.t.cas9_crispr ssgA 
 divji tip A 
SsgA_conf_F, SsgA_conf_IN_F divji tip A 
 ΔssgA, pREP_P1_w.t.cas9_crispr ssgA 
 
Uspešnost pomnoževanja smo preverili s kapilarno elektroforezo. 
 
3.2.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili za preverjanje uspešnosti restrikcije, ločevanje 
produktov restrikcije, za preverjanje uspešnosti pomnožitve fragmenta DNA iz genomske 
DNA in uspešnosti kloniranja pDNA.  
 
Za agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili 1-% ali 2% agarozni gel. Primerno količino 
agaroze smo dodali v pufer 1x TBE ter jo s segrevanjem raztopili. Mešanici smo dodali 
barvilo za vizualizacijo fragmentov DNA (Midori Green Direct, Nippon Genetics). Gel smo 
vlili v kadičko z glavnički. Ko se je gel strdil, smo v žepke nanesli vzorce z nanašalnim 
pufrom ter velikostni standard DNA (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use). 
Elektroforeza je potekala 40 min v elektroforezni posodi, napolnjeni s pufrom 1x TBE, pri 
110 V in 400 mA. Za osvetlitev gela smo uporabili ultravijolično svetlobo in ga 
dokumentirali s sistemom za zajem slik T: genius. Za čiščenje DNA iz agaroznega gela smo 
uporabili komercialni komplet The Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). 
Očiščeno DNA smo do uporabe hranili pri -20 °C. 
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3.2.2.3 Kapilarna elektroforeza 
 
Kapilarno elektroforezo smo uporabili za določanje velikosti fragmentov DNA po izvedbi 
reakcije PCR na osnovi kolonije. Kapilarno elektroforezo smo izvedli s kompletom QIAxcel 
DNA Screening Kit po navodilih proizvajalca (QIAGEN). Za določitev velikosti ločenih 
fragmentov DNA smo uporabili velikosti standard DNA QX, ki ga izberemo glede na 
velikosti fragmentov DNA, ki jih ločujemo (QIAxcel DNA Handbook, 2014).  
 
3.2.2.4 Rezanje DNA z restrikcijskimi endonukleazami 
 
V primeru testne restrikcije pDNA je restrikcijska mešanica vsebovala 2 µL pDNA, 0,5 µL 
posameznega restrikcijskega encima (Thermo Scientific), 2 µL pufra FastDigest Green in 
15 µL ultra čiste vode. V primeru restrikcije za izolacijo pDNA ali izrezanega fragmenta 
DNA pa 20 µL pDNA, 2 µL posameznega restrikcijskega encima, 20 µL pufra FastDigest 
Green in 156 µL ultra čiste vode. Restrikcija je potekala v inkubatorju pri 37 °C, 45 min. 
 
3.2.2.5 Ligacija 
 
Ligacija nam je omogočila povezavo med želenim fragmentom DNA in izbranim ogrodjem 
vektorja. Za zagotovitev ujemanja koncev obeh fragmentov DNA smo oba fragmenta DNA 
predhodno obdelali z enakima restrikcijskima encimoma. Reakcijska mešanica je vsebovala 
T4 DNA ligazo (Promega), T4 DNA ligazni pufer (Promega), izbrani fragment DNA (insert) 
in izbrani plazmidni vektor, v katerega smo želeli vstaviti izbrani fragment DNA. Ligacija 
je potekala 8 h pri temperaturi 14 °C.  
 
3.2.2.6 Adenilacija, TA kloniranje in belo-modra selekcija 
 
Za večjo uspešnost kloniranja želenega fragmenta DNA v vektor za prekomerno izražanje 
genov (pAET) smo pomnožen fragment DNA sprva klonirali v vektor pGEM-T Easy, ki 
omogoča ligacijo neodvisno od lepljivih koncev (Zhou in sod., 1995). Za pGEM-T Easy 
vektor so značilni timidinski (T) repki na obeh koncih linearnega vektorja, ki so 
komplementarni adeninskim (A) repkom, ki jih v postopku adenilacije dodamo očiščenem 
PCR produktu (Zhou in sod., 1995). Reakcija adenilacije je potekala 45 min pri 72 °C.  
 
Preglednica 25: Sestava reakcijske mešanice pri adenilaciji. 
 
Reagent Založna koncentracija Volumen µL (40 µL) 
GoTaq Flexi DNA polimeraza 5000 enot/mL 0,5 
PCR produkt - 22 
dATP 1 mM 0,5 
MgCl2 25 mM 4 
GoTaq reakcijski pufer 5x 8 
Ultra čista voda - 5 
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Za čiščenje produkta adenilacije smo uporabili komercialni komplet The Wizard SV Gel and 
PCR Clean-Up System, Promega. Produktu adenilacije smo dodali enak volumen raztopine 
za vezavno DNA na membrano in nadaljevali po danem protokolu.  
 
Očiščeno DNA smo klonirali v vektor pGEM-T Easy (Poglavje 3.2.2.5), ki smo ga nato 
transformirali v E. coli JM109 (Poglavje 3.2.2.7). Transformirane celice z vektorjem pGEM-
T Easy smo nato selekcionirali na gojišču LB z dodanim antibiotikom Amp (100) in 
substratom X-gal (40 µl/ploščo). Izbrali smo bele kolonije. Ustreznost kolonij smo preverili 
s testno restrikcijo s primernimi restrikcijskimi encimi (Poglavje 3.2.2.4). 
 
3.2.2.7 Transformacija bakterijskih celic 
 
Klonirane pDNA smo v bakterijske celice vnesli s pomočjo transformacije s temperaturnim 
šokom. Kompetentne celice JM109 (Promega) (50 µL) smo odmrznili na ledu in jim dodali 
ligacijsko (10 µL) mešanico. Po 20-min inkubaciji na ledu smo izvedli temperaturni šok 
(42 °C za 1,5 min) celic JM109, jih nato vrnili na led za 2 min in jim dodali 600 µL gojišča 
SOC, ki smo ga predhodno ogreli na 37 °C. Po 1-urni inkubaciji pri 37 °C smo celice JM109 
nacepili na primerno trdno gojišče in preko noči inkubirali pri 37 °C. Kot negativno kontrolo 
smo uporabili ultra čisto vodo. 
 
3.2.2.8 Izolacija pDNA 
 
Za izolacijo pDNA smo posamezno kolonijo bakterije E. coli (ET12567 / pUZ8002, JM109) 
nacepili v tekoče gojišče LB (10 mL) s primernim selekcijskim antibiotikom in inkubirali 
preko noči pri 37 °C. pDNA smo nato izolirali s komercialnim kompletom The Wizard SV 
Minipreps DNA Purification System (Promega). Očiščeno DNA smo do uporabe hranili pri 
-20 °C.  
 
3.2.2.9 Elektroporacija bakterijskih celic 
 
Elektroporacijo smo izvedli za prenos klonirane pDNA (vektorja) v bakterijske celice E. coli 
ET12567 / pUZ8002, po potrjevanju kloniranih plazmidov s testno restrikcijo in 
sekvenciranju (Eurofins GATC Biotech GmbH, Nemčija). Elektroporacijsko kiveto 
(Eppendorf, 2-mm razmak) smo ohladili na ledu. Na rob kivete smo dodali 3 µL pDNA in 
50 µL odtaljenih celic E. coli ET12567 / pUZ8002. Celice smo izpostavili električnem pulzu 
(1800 V, 5 ms), jim dodali 800 µL gojišča SOC, jih za 2 min položili nazaj na led in nato 
inkubirali 1 uro pri 37 °C. Zatem smo naredili razmaze bakterijskih celic na trdnem gojišču 
z ustreznimi antibiotiki (Ap, K, Chl). Le-ti omogočajo selekcijo celic, ki vsebujejo želeno 
pDNA. Plošče smo čez noč inkubirali pri 37 °C. Kot negativno kontrolo smo namesto pDNA 
uporabili ultra čisto vodo.  
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3.2.2.10 Konjugacija E. coli ET12567/pUZ8002-S. clavuligerus 
 
Konjugacija omogoča prenos DNA ob neposrednem stiku med dvema bakterijskima 
celicama. V našem primeru med donorskim sevov E. coli ET12567/pUZ8002 in 
recipientskim sevom S. clavuligerus. Za konjugacijo smo uporabili prilagojen postopek 
konjugacije, ki so ga opisali Kieser in sod. (2000). Za selekcijo konjugant smo uporabili 
antibiotik Ap, rast donorskega seva E. coli ET12567/pUZ8002 pa smo inhibirali z dodatkom 
nalidiksne kisline.  
 
3.2.2.11 Induciranje in selekcija konjugant na trdnih gojiščih 
 
V primeru sevov OE_ssgA in OE_cslA smo po 1 tednu inkubacije posamezne kolonije iz 
konjugacijskih plošč precepili na trdno gojišče ISP-4 z Ap. Potencialne seve OE_ssgA ali 
OE_cslA smo preverili s PCR na osnovi kolonije (Poglavje 3.2.2.1).  
 
V primeru sevov ΔssgA in ΔcslA smo po 1 tednu inkubacije posamezne kolonije iz 
konjugacijskih plošč precepili na trdno gojišče ISP-4, ki je vsebovalo antibiotik Ap in 
induktor izražanja gena cas9 – teofilin. Po 10 dnevni inkubaciji pri 25 °C smo posamezne 
kolonije induciranih sevov precepili na trdno gojišče ISP-4 in nato po 1 tednu inkubacije pri 
25 °C na trdno gojišče ISP-4 ter trdno gojišče ISP-4 z Ap. Precepljanje smo ponovili dokler 
nismo opazili izgube plazmidov pREP_P1_w.t.cas9_crispr ssgA ali pREP_P1_w.t. 
cas9_crispr cslA (rast na gojišču ISP-4 z Ap ni več prisotna). Na vsaki stopnji precepljanja 
smo s PCR na osnovi kolonije (Poglavje 3.2.2.1) preverili potencialne kolonije in izločili 
tiste, pri katerih do izbitja gena ni prišlo.  
 
3.2.3 Splošne mikrobiološke in biotehnološke metode 
 
3.2.3.1 Shranjevanje novo pridobljenih sevov  
 
S sterilno cepilno zanko smo postrgali površino zračnega micelija s sporami, ga suspendirali 
v približno 3 mL 20-% sterilnega glicerola (Sigma-Aldrich, Merck) in ga v manjših 
volumnih alikvotirali v zamrzovalne stekleničke. Zamrzovalne stekleničke smo shranili v 
primarno (angl. master) in delovno zbirko na -80 °C.  
 
3.2.3.2 Priprava zamrznjenih kultur  
 
V primeru pridobljenih sevov, ki niso sporulirali oz. so slabše sporulirali, smo seve shranili 
v obliki micelija v vegetativnem gojišču A. Zračni micelij (približno 3 cm2) iz 1 teden starih 
kultur na trdnem gojišču smo homogenizirali v fiziološko raztopino, nacepili v vegetativno 
gojišče in inkubirali pri ustreznih pogojih. Kulturo smo nato alikvotirali v zamrzovalne 
stekleničke ter shranili v primarno in delovno zbirko na -80 °C.  
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Zamrznjene kulture smo uporabili tudi za nacepitev v sveže vegetativno gojišče. S tem smo 
izenačili vcepek med posameznimi poskusi in zagotovili večjo ponovljivost med različnimi 
poskusi. 
 
3.2.3.3 Nacepitev spor na trdno gojišče  
 
Na agarna gojišča smo s sterilno cepilno zanko nacepili suspenzijo spor iz delovne zbirke. 
V času nacepitve smo imeli zamrzovalne stekleničke s sporami na ledu. Plošče smo nato 
inkubirali 1 teden pri ustrezni temperaturi.  
 
3.2.3.4 Gojenje v tekočem vegetativnem gojišču 
 
Za namnožitev biomase, ki smo jo uporabili kot vcepek za nadaljnjo gojenje v 
produkcijskem gojišču, smo uporabili vegetativno gojišče B, kamor smo nacepili odtaljeno 
zamrznjeno kulturo v obliki micelija ter kulture inkubirali pri ustreznih pogojih. Gojišču smo 
v primeru sevov OE_ssgA in OE_cslA dodali antibiotik apramicin.  
 
3.2.3.5 Gojenje v tekočem produkcijskem gojišču 
 
Za določanje morfologije kultur gensko manipuliranih sevov S. clavuligerus, smo seve gojili 
v izbranih produkcijskih tekočih gojiščih v dveh različnih merilih – laboratorijsko (stresana 
kultura v 100-mL erlenmajericah) in pilotno (pilotni bioreaktor – 70 L).  
 
 Stresana kultura v erlenmajericah (laboratorijski nivo) 
 
Uporabili smo produkcijsko gojišče C. Kot vcepek smo uporabili vegetativno kulturo gojeno 
v vegetativnem gojišču B. Gojišču smo v primeru sevov OE_ssgA in OE_cslA dodali 0,3 
(OE_cslA) oz. 0,5 mM (OE_ssgA) teofilin. Kot kontrolo smo v gojišče z dodatkom teofilina 
nacepili tudi divji tip. Kulture smo inkubirali pri ustreznih pogojih.  
 
Med potekom bioprocesa smo merili porabo vira ogljika v gojišču in produkcijo KK v 
različnih časovnih točkah po nacepitvi.  
 
 Gojenje v pilotnem bioreaktorju (pilotni nivo) 
 
Bioproces na pilotnem nivoju je potekal v mešalnih bioreaktorjih (70 L). Proces smo vodili 
šaržno z dohranjevanjem in pri konstantni temperaturi. Uporabili smo tekoče gojišče D, ki 
je po sestavi zelo podobno produkcijskemu gojišču C. Za izenačitev pogojev gojenja smo 
vsem sevom pred nacepitvijo v gojišče dodali 0,3 mM teofilin, ki je potreben za indukcijo 
izražanja gena ssgA pri sevu OE_ssgA. Kot vcepek smo uporabili vegetativno kulturo gojeno 
v gojišču B. S prilagoditvijo časa gojenja v vegetativni fazi smo poskušali izenačiti 
fiziološko stanje različno hitro rastočih kultur v vcepkih. 
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Bioproces smo spremljali z meritvami »on-line« in »off-line«. Med meritve »on-line«, ki 
smo jih opravljali, spadajo meritve kapacitivnosti (biomase), pH, deleža raztopljenega kisika 
v brozgi (dO2), hitrosti mešanja in prezračevanja. Med meritve »off-line« pa spadajo meritve 
pH, viskoznosti in vsebnost KK. Preostali podatki o vodenju bioprocesa, dohranjevanju, 
natančni sestavi gojišč in raztopin ter preostali fizikalni pogoji so poslovna skrivnost.  
 
3.2.4 Analitske metode  
 
3.2.4.1 Vzorčenje 
 
Tekom bioprocesa smo vzorčili biomaso v različnih časovnih presledkih. Volumen brozge 
in čas vzorčenja smo prilagodili na vrsto gojišča (vegetativno, produkcijsko), na uporabljeno 
merilo (laboratorijsko, pilotno). Po potrebi smo brozgo centrifugirali in pridobljeni 
supernatant nato uporabili za nadaljnje analize.  
 
3.2.4.2 Merjenje biomase s sistemom Aber Futura Biomass Monitoring  
 
Podatke o količini viabilne biomase smo pridobili z »off-line« (laboratorijski nivo) ali »on-
line« (pilotni nivo) meritvami spremembe kapacitativnosti v odvisnosti od časa tekom 
bioprocesa. Spremembo kapacitativnosti smo merili s sistemom Aber Futura Biomass 
Monitoring, ki zazna samo bakterijske celice z intaktno celično membrano, torej žive celice 
(Neves in sod., 2001). Podrobnosti izvedbe meritev kapacitativnosti so poslovna skrivnost.  
 
3.2.4.3 Merjenje viskoznosti z viskozimetrom 
 
Viskoznost smo določali s klasičnim rotacijskim viskozimetrom. Viskoznost brozge je 
podana kot upor brozge pri znani hitrosti senzorja (Doran, 2013). Meritev je potekala »off-
line«. Podrobnosti izvedbe meritev viskoznosti so poslovna skrivnost.  
 
Za izračun viskoznosti, normalizirane na količino biomase, smo podatke o viskoznosti (cP) 
delili z vrednostmi kapacitativnosti (pF).  
 
3.2.4.4 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
 
S pomočjo analize HPLC smo pridobili podatke o koncentraciji nastale KK in o koncentraciji 
porabljenega vira ogljika tekom bioprocesa. Podrobnosti izvedbe analize HPLC in izmerjene 
vrednosti KK so poslovna skrivnost. Vrednosti KK so zato pomnožene s konstanto N. Na 
laboratorijskem nivoju pridobljen rezultat predstavlja povprečno vrednost treh bioloških 
ponovitev s standardno napako.  
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Za izračun specifične produktivnosti smo podatke o koncentraciji KK (arbitrarne enote) 
delili z vrednostmi kapacitativnosti (pF).  
 
3.2.5 Mikroskopske metode 
 
3.2.5.1 Priprava mikroskopskih preparatov, mikroskopiranje in zajemanje slik  
 
Za mikroskopsko analizo dolžine in razvejenosti hif ter velikosti peletov smo uporabili 
vzorce različnih brozg bakterije S. clavuligerus na obeh merilih (laboratorijsko, pilotno). 
Redčitve bioprocesnih brozg smo prilagodili na uporabljeno merilo. V začetnih fazah 
bioprocesa smo uporabili nižje redčitve (5x do 20x), z naraščanjem biomase vzorcev pa so 
bile potrebne tudi višje redčitve (50x do 100x).  
 
Za analizo dolžine in razvejenosti hif smo pripravili temperaturno fiksirane mikroskopske 
preparate, ki smo jih obarvali s kristal vijoličnim. Za pripravo preparatov, mikroskopiranje 
in zajem slik smo sledili postopku, ki so ga razvili na oddelku (Slakan, 2017).  
 
Za analizo velikosti peletov smo uporabili mikroskopske preparate svežih brozg, ki smo jih 
pripravili tako, da smo na objektno stekelce nanesli do 10 μL vzorca in ga pokrili s krovnim 
stekelcem. 
 
3.2.6 Slikovna analiza  
 
Morfološke razlike smo spremljali z analizo slik pridobljenih iz mikroskopskih preparatov s 
pomočjo računalniškega programa Image-pro Premier 9.3 (Media Cybernetics). 
 
3.2.6.1 Analiza dolžine in razvejenosti hif  
 
Za analizo dolžine hif smo sledili postopku, ki so ga razvili na oddelku (Slakan, 2017). 
Postopek smo po potrebi prilagodili. V primeru da se pri pripravi preparatov nismo znebili 
vseh nečistoč iz preparata, smo dodatno iz analize dolžine hif izločili netopne delce gojišča. 
Pod zavihkom »Select« smo izbrali področja (angl. Regions of Interest oz. ROI), ki smo jih 
želeli izločiti iz analize. Področja smo izločili tako, da smo pod istim zavihkom izbrali 
»Options«, »ROI mask« in »Invert ROIs«, s čimer smo izbrali željene strukture.  
 
Manjše netopne delce gojišča, ki jih z izbiro področja analize in dodatnimi nastavitvami filtra 
»Ranges« nismo uspeli izločiti iz analize, smo izločili dodatno po ukazu »Dark 
Segmentation«. Z orodjem »Split tool« smo ločili nečistoče, prepoznane z ukazom »Dark 
Segmentation«, od hif in jih dokončno ločili z ukazom »Apply Split«. Nečistoče smo izločili 
iz analize z njihovo odstranitvijo iz nabora vseh prepoznanih struktur, ki smo jih našli v 
»Measurement Table«. 
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Za analizo razvejenosti smo (s pomočjo računalniškega programa Image-pro Premier 9.3) 
določili dolžine posameznih glavnih hif. Za vsako glavno hifo, ki je bila v primerjavi s 
stranskimi hifami bistveno daljša in je vsebovala več razvejišč, smo prešteli število stranskih 
hif in izračunali število razvejišč na dolžino hife. V primeru razvejanja stranske hife smo v 
analizi razvejenosti upoštevali tudi dolžino razvejane stranske hife.  
 
3.2.6.2 Analiza velikosti peletov  
 
Analizo velikosti peletov smo izvedli na slikah, pridobljenih iz svežih mikroskopskih 
preparatov, ker fazni kontrast omogoči vizualno ločitev struktur glede na gostoto. Slike, 
pripravljene iz svežih preparatov, so bile v primerjavi s slikami, obarvanimi s kristal 
vijoličnim, bistveno manj kontrastne, prisotno je bilo tudi večje število nečistoč v obliki 
netopnih delcev gojišča ali majhnih zračnih mehurčkov (Slika 15a).  
 
 
 
Slika 15: Analiza velikosti in strukture peletov. Slika, zajeta s svetlobnim mikroskopom, pri 100x povečavi 
(a), nanos maske »Create Image« (b), binarna slika celotnega peleta (c), sprememba segmentacijskega recepta 
in nanos maske »Create Image« (d), binarna slika notranjosti peleta (e) in poravnava binarnih slik (f). 
 
S pomočjo ukaza »Ranges« smo določili minimalne in maksimalne vrednosti površine, ki 
smo jo vključili v analizo in se znebili manjših nečistoč v ozadju peletov. Območje smo 
prilagajali glede na posamezno sliko. Nato smo z orodjem »Smart Segmentation« z 
določitvijo slikovnih točk, ki pripadajo posameznemu razredu (micelij, ozadje), na 
posamezni sliki določili vrednosti parametrov segmentacije. Sledil je ukaz »Count«, ki je na 
podlagi segmentacijskega recepta in predhodno nastavljenega filtra »Ranges« ločil temnejši 
micelij od svetlejšega ozadja. Program je zaznal tako micelij v ozadju, micelij v peletu kot 
tudi določene nečistoče, ki se po barvi ne razlikujejo od micelija.  
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Micelij v ozadju peleta in nekatere nečistoče, ki se niso dotikale peletov, smo izločili iz 
analize z njihovo odstranitvijo iz nabora vseh prepoznanih struktur, ki smo jih našli v 
»Measurement Table«. Na sliko smo aplicirali masko »Create Image«, s čimer smo povečali 
kontrast med strukturo peleta in ozadjem (Slika 15b). Nato smo uporabili orodje za 
nastavitev vrednosti intenzitete pragov (»Threshold Tool«, 50-200). Po ukazu »»Count«, je 
program zaznal strukturo peleta in nečistoč, ki so se peleta dotikale ter jih ločil od preostanka 
micelija in preostalih nečistoč. Nečistoče, ki so se dotikale peletov smo odstranili z orodjem 
»Split tool« po postopku, opisanem v poglavju 3.2.6.1. Sledil je ukaz »Mask«, s katerim smo 
pridobili binarno sliko (Slika 15c). V naslednjem koraku smo ponovno uporabili možnost 
segmentacije, in sicer »Bright Segmentation«, in tako pridobili podatke o površini in 
povprečnem premeru peletov.  
 
Za določitev površine in povprečnega premera notranjosti peleta (v primeru odsotnosti 
rumenkastega obroča okoli notranjosti peleta) smo z izbiro slikovnih točk označili svetlejše 
strukture znotraj micelija in jih ločili od temnejšega ozadja (Slika 15d). S tem korakom smo 
povečali kontrast slike. 
 
Pri gostejših, večjih peletih, kjer se je okoli središča peleta pojavila značilna rumeno-rjava 
cona (obroč), sprememba segmentacijskega recepta ni bila potrebna, saj je sama cona 
povečala kontrast med posameznimi mejami (Slika 16). Meje za določitev površine in 
premera notranjosti peleta ter notranjosti peleta skupaj z rumenkastim obročem, smo ročno 
določili z orodjem »Split tool«. 
 
 
 
Slika 16: Gostejši, večji pelet z značilnim rumenkastim obročem okoli središča peleta.  Slika, zajeta s 
svetlobnim mikroskopom, pri 100x povečavi (levo) in slika celotnega peleta po nanosu maske »Create Image« 
(desno). 
 
Preostanek analize smo izvedli po korakih, ki smo jih uporabili pri prvotnem 
segmentacijskem receptu. Rezultat je predstavljala binarna slika (Slika 15e), na kateri smo 
z ukazom »Bright Segmentation« pridobili podatke o površini (Ac) in povprečnem premeru 
(?̅?𝑐) celotnega peleta, o površini (Ano) in povprečnem premeru (?̅?𝑛𝑜) notranjosti peleta 
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skupaj z obročem in o površini (An) in povprečnem premeru (?̅?𝑛) notranjosti peleta (Slika 
17). S poravnavo binarnih slik smo pridobili strukturo posameznih peletov (Slika 15f). 
 
 
 
Slika 17: Grafična ponazoritev oznak podatkov, ki smo jih pridobili s slikovno analizo peletov. Ac: površina 
celotnega peleta, Ano: površina notranjosti peleta z rumenkastim obročem, An: površina notranjosti peleta, 𝑑̅𝑐: 
povprečni premer celotnega peleta, 𝑑̅𝑛𝑜: povprečni premer notranjosti peleta z rumenkastim obročem, 𝑑̅𝑛: 
povprečni premer notranjosti peleta  
 
Iz pridobljenih podatkov smo izračunali površino (Az) in povprečni premer (?̅?𝑧) zunanjega 
obroča ter površino (Ao) in povprečni premer (?̅?𝑜) rumenkastega obroča – cona med 
zunanjim obročem in robom notranjosti peleta (Slika 18).  
 
 
 
Slika 18: Grafična ponazoritev izračunanih vrednosti površin in premerov pri analizi peletov. Az: površina 
zunanjega obroča, Ao: površina rumenkastega obroča, An: površina notranjosti peleta, 𝑑̅𝑧: povprečni premer 
zunanjega obroča ?̅?𝑜: povprečni premer rumenkastega obroča, 𝑑̅𝑛: povprečni premer notranjosti peleta 
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3.2.7 Statistična obdelava podatkov, pridobljenih iz slikovne analize 
 
Za obdelavo podatkov, pridobljenih iz slikovne analize, smo uporabili Microsoft Excel 2013 
(statistična analiza razvejenosti, velikosti in strukture peletov) in GraphPad Prism 8.0.0 
(statistična analiza dolžin, razvejenosti). 
 
Zaradi narave podatkov in stopnje variabilnosti znotraj populacije smo pri statistični 
obdelavi podatkov določili, da so razlike statistično pomembne pri p ≤ 0,05. Rezultate smo 
podali v obliki okvirjev z ročaji (angl. box and whiskers plot) s 95 % intervalom zaupanja. 
Osamelcev na slikah nismo prikazali, ker jih je bilo zaradi velike količine podatkov preveč 
za pregleden prikaz. Statistično pomembne podatke smo na grafu označili z zvezdicami 
(Preglednica 26). 
 
Preglednica 26: P-vrednosti, ki pripadajo posamezni oznaki, ki smo jih uporabili za prikaz statistično 
pomembnih razlik. 
 
P-vrednost oznaka 
p ≤ 0,05 * 
p ≤ 0,01 ** 
p ≤ 0,001 *** 
p ≤ 0,0001 **** 
 
3.2.7.1 Analiza dolžin  
 
Za statistično analizo dolžine hif smo uporabili neparametrično statistično analizo 
enosmerne variance ANOVA oz. Kruskal–Wallisov test (Kruskal in Wallis, 1952), kateri je 
sledil Dunnov post-hoc test (Dunn, 1964). Analizirali smo, ali se porazdelitve podatkov 
dolžin hif pridobljenih sevov razlikujejo med seboj in s porazdelitvijo podatkov dolžin hif 
starševskega seva na laboratorijskem in pilotnem nivoju.  
 
Pri analizi dolžin na nivoju bioreaktorjev smo v namen bolj nazornega grafičnega prikaza 
podatkov v posamezni točki vzorčenja izračunali povprečne vrednosti dolžine hif (𝑙)̅ in jih 
na grafu prikazali s standardno napako povprečja (SEM). SEM je kazalec natančnosti srednje 
vrednosti, pri čemer upošteva SD in velikost vzorca (Glantz, 2011). 
 
3.2.7.2 Analiza razvejenosti 
 
Podatke, ki smo jih pridobili z določitvijo dolžin glavnih ali stranskih hifi (v primeru 
razvejenosti), smo uporabili za izračun razvejenosti. Za pridobitev podatka o razvejenosti 
hife smo po enačbi (1) izračunali povprečno dolžino hife med razvejišči (𝑙?̅?), ki je služila kot 
mera razvejanosti (Slika 19). 
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Slika 19: Prikaz dolžine hif med razvejišči, iz katerih smo izračunali povprečno dolžino hife med razvejišči 
(𝑙?̅?). 
 
𝑙?̅? =
𝑑𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 ℎ𝑖𝑓𝑒
š𝑡. 𝑟𝑎𝑧𝑣𝑒𝑗𝑖šč + 1
 … (1) 
 
Za statistično analizo razvejenosti smo uporabili Studentov t-test za neodvisne vzorce (na 
laboratorijskem nivoju) ali neparametrično statistično analizo enosmerne variance ANOVA 
oz. Kruskal–Wallisov test (Kruskal in Wallis, 1952), kateri je sledil Dunnov post-hoc test 
(Dunn, 1964) (na pilotnem nivoju). Primerjali smo, ali se porazdelitve podatkov 
𝑙?̅? pridobljenih sevov statistično razlikujejo med seboj in s porazdelitvijo podatkov 𝑙?̅? divjega 
tipa.  
 
Pri analizi dolžin hif med razvejišči na nivoju bioreaktorjev smo v namen bolj nazornega 
grafičnega prikaza podatkov v posamezni točki vzorčenja izračunali povprečne vrednosti 
𝑙?̅? in jih na grafu prikazali s standardno napako povprečja (SEM). 
 
3.2.7.3 Analiza velikosti peletov 
  
Za statistično analizo velikosti peletov smo uporabili Studentov t-test za neodvisne vzorce. 
Primerjali smo, ali se površina (Az) in povprečni premer (?̅?𝑧) zunanjega obroča, površina 
(Ao) in povprečni premer (?̅?𝑜) rumenkastega obroča ter površina (An) in povprečni premer 
(?̅?𝑛) notranjosti peleta (Slika 18) pridobljenih sevov, v primerjavi s površinami in 
povprečnimi premeri divjega tipa, statistično značilno razlikujejo.  
 
Iz posameznih površin in povprečnih premerov smo izračunali povprečne vrednosti in tako 
pridobili podatke o strukturi peleta, ki smo jo prikazali z naloženim stolpčnim grafikonom.  
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4 REZULATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA PROTEINOV SALP PRI S. clavuligerus ATCC 
27064 
 
Pri bakteriji S. clavuligerus ATCC 27064 (NCBI št. genoma CM000913.1; Medema in sod, 
2010) smo identificirali 6 homologov proteina SsgAS. coel. (NCBI št. genoma NC_003888.3; 
Bentley in sod., 2002), za katere smo na podlagi literature predpostavili, da pripadajo 
posameznim paralognim proteinom SsgAS. coel. (SALP). Posamezni SALPS. clavul. si med seboj 
delijo od 28 do 56 % AK. 
 
Pri filogenetski analizi smo primerjali zaporedja AK potencialnih SALP (NCBI št. v prilogi 
B) pri različnih vrstah bakterij iz rodu Streptomyces ter uvrstili potencialne SALPS. clavul. k 
ortolognim SALP z znano funkcijo pri S. coelicolor A3(2), S. griseus subsp. griseus NBRC 
13350 (NCBI št. genoma AP009493.1; Hirano in sod., 2008), S. lividans TK24 (NCBI št. 
genoma CP009124.1; Rückert in sod., 2015) in S. avermitilis MA-4680 (NCBI št. genoma 
BA000030.4; Omura in sod., 2001). Opazili smo, da se posamezni SALP združijo v skupine 
(SsgA, SsgB, SsgC, SsgD, SsgE, SsgF in SsgG) (Slika 20). Delitev v tri skupine (SsgA, 
SsgBG, SsgDE) so opazili tudi Noens in sod., 2005 ter Girard in sod., 2013.  
 
Homolognega proteina z oznako gena SCLAV_5096 nismo mogli uvrstiti v nobeno skupino 
že okarakteriziranih paralogov. SALP (oznaka gena SCLAV_5096) spada v posebno 
skupino (med skupinama SsgE in SsgD), v kateri so tudi nekateri SALP pri bakterijah 
S. scabiei 87.22 (NCBI št. genoma FN554889.1; Bignell in sod., 2010) in 
S. sviceus ATCC 29083 (NCBI št. genoma CM000951.1; Fischbach in sod., 2009), katerih 
funkcija do sedaj še ni identificirana. Ti proteini bi lahko predstavljali dodatne specifične 
SALP, kot sta npr. SsgF in SsgC pri S. coelicolor A3(2) (Noens in sod., 2005; Traag in van 
Wezel, 2008). 
 
Pri primerjavi zaporedja AK potencialnega SsgAS. clavul. z zaporedji AK preostalih proteinov 
v podatkovni zbirki pri S. clavuligerus ATCC 27064 (pBLAST) in na podlagi filogenetskega 
drevesa smo ovrgli prisotnost dodatnih paralogov proteina SsgAS. clavul. v genomu 
S. clavuligerus ATCC 27064. Prisotnost paralognega proteina z enako funkcijo bi lahko 
preprečila izražanje željenega fenotipa oz. se bi lahko izrazil v manjši meri. 
 
Rezultati bioinformatske analize SALP pri S. clavuligerus ATCC 27064 so primerljivi z 
rezultati pri sevih S. clavuligerus (Lek d.d., Mengeš) (podatki niso prikazani).  
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Slika 20: Filogenetsko drevo potencialnih proteinov SALP pri različnih vrstah bakterij Streptomyces.  Pri 
filogenetski analizi smo uporabili metodo največje verjetnosti z dodatno metodo preverjanja verjetnosti rešitve 
drevesa. Na drevesu so označene posamezne skupine proteinov SALP ter protein z oznako gena SCLAV 5096 
(zelena zvezdica), ki ga nismo mogli uvrstiti v nobeno skupino okarakteriziranih SALP.   
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4.2 MORFOTIP SEVOV ΔSSGA IN OE_SSGA NA TRDNEM GOJIŠČU 
 
Morfotipe pridobljenih sevov z mutacijo gena ssgA (ΔssgA) in s prekomerno izraženim 
genom ssgA (OE_ssgA) smo opazovali na trdnem gojišču ISP-4.  
 
Za začetek izražanja gena ssgA smo pri sevu OE_ssgA v trdno gojišče ISP-4 Ap dodali 
različne koncentracije teofilina (4, 2, 1 in 0,5 mM), vendar pri nobeni od koncentracij nismo 
opazili pomembnih razlik v morfologiji med sevom OE_ssgA in divjim tipom A. Pri dodatku 
višjih koncentracij teofilina (1, 2 ali 4 mM), je slednji nepričakovano zavrl sporulacijo tudi 
pri divjem tipu A. Z namenom zmanjšanja nezaželenega vpliva smo zato uporabili nižjo 
koncentracijo teofilina (0,5 mM), pri kateri sta oba seva (divji tip A, OE_ssgA) sporulirala, 
vendar razlik v morfologiji (pod svetlobnim mikroskopom) med sevoma ni bilo možno 
opaziti.  
 
Pri sevu ΔssgA smo spremembo v morfotipu na trdnem gojišču ISP-4, v primerjavi z divjim 
tipom A, opazili že s prostim očesom. Medtem ko je starševski sev tvoril sive spore po 
celotni površini zračnega micelija, je sev ΔssgA sporuliral v manjši meri le na nekaterih 
predelih zračnega micelija. Pri S. coelicolor A3(2) sevi z mutacijo ssgA tvorijo zračni 
micelij, vendar ne sporulirajo (na gojišču z glukozo) oz. sporulirajo v manjši meri (na gojišču 
z manitolom) (van Wezel in sod., 2000A). 
 
4.3 FENOTIP SEVOV ΔssgA IN OE_ssgA V TEKOČEM PRODUKCIJSKEM 
GOJIŠČU 
 
 
AAa 
4.3.1 Fenotip sevov ΔssgA in OE_ssgA na laboratorijskem nivoju  
 
Med potekom bioprocesa na laboratorijskem nivoju smo merili produkcijo KK in porabo 
vira ogljika v gojišču, s pomočjo katere lahko posredno ocenimo hitrost rasti sevov. Hkrati 
smo spremljali morfologijo posameznih sevov.  
 
Vsi sevi so producirali KK (rezultati niso prikazani). Vpliv sprememb v morfoloških 
značilnosti na produkcijo KK smo preverili na pilotnem nivoju.  
 
Razlik v porabi vira ogljika med starševskim sevom ter sevoma ΔssgA in OE_ssgA, pri 
danih pogojih ni bilo (Slika 21). Teofilin, ki smo ga v gojišče dodali za indukcijo izražanja 
ssgA pri sevu OE_ssgA, je v enaki meri upočasnil porabo vira ogljika pri divjem tipu in 
OE_ssgA.  
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Slika 21: Poraba vira ogljika po času v stresanih kulturah različnih sevov na laboratorijskem nivoju. Graf 
prikazuje porabo vira ogljika pri sevih ΔssgA (modra), OE_ssgA (zelena) in divjem tipu A (rdeča). Na grafu 
je prikazana tudi poraba vira ogljika ob dodatku teofilina v tekoče gojišče, pri sevu OE_ssgA (svetlo zelena) 
in pri divjem tipu A (svetlo rdeča). Rezultat predstavlja povprečje treh bioloških ponovitev s standardno 
napako. 
 
Za ovrednotenje morfoloških razlik, ki so domnevno posledica prekomernega izražanja ali 
izbitja gena ssgA, smo primerjali dolžine in razvejenost hif sevov ΔssgA in OE_ssgA, v 
primerjavi s starševskim sevom. Spremembe v morfologiji pod svetlobnim mikroskopom 
smo opazili že po približno 24 h gojenja, vendar so bile najbolj izrazite v tretji časovni točki 
vzorčenja (pri okoli 41 h), kjer smo izvedli tudi slikovno analizo. Slika 22 prikazuje 
reprezentativno obliko hif pri posameznih sevih.  
 
 
 
Slika 22: Reprezentativne oblike hif pri divjem tipu A, OE_ssgA in ΔssgA na laboratorijskem nivoju po 41 h. 
Slike so zajete pod 400 x povečavo in obdelane s programom Image-Pro Premier 9.3. 
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Meritve nakazujejo, da so hife, v primerjavi z divjim tipom, ob prekomernem izražanju ssgA 
(OE_ssgA) bistveno krajše (Slika 23, A) in bolj razvejane (Slika 23, B), medtem ko so hife 
zaradi delecije gena ssgA (ΔssgA) daljše (Slika 23, A) in manj razvejene (Slika 23, B). Pri 
nekaterih hifah seva ΔssgA opazimo bistveno daljše stranske hife v primerjavi z divjim 
sevom (Slika 22).  
 
  
 
Slika 23: Morfološke razlike med sevi OE_ssgA, ΔssgA in divjim tipom A na laboratorijskem nivoju po 41 h. 
Graf prikazuje porazdelitev podatkov dolžine hif (µm) (A) in povprečne dolžine hif (µm) med razvejišči (B) v 
obliki okvirjev z ročaji. Znotraj ročajev se nahaja 95 % vseh vrednosti. Vodoravne črte predstavljajo kvartile 
(25 %) ter mediano. Osamelci na sliki niso prikazani. Oznaka * nakazuje na obstoj statistično pomembne 
razlike (dolžina hif: enosmerna analiza variance ANOVA, post-hoc test: Dunnov test; razvejenost hif: 
Studentov t-test) pri sevih ΔssgA in OE_ssgA v primerjavi z divjim tipom. Pri tem velja * - (p ≤ 0,05), ** - (p 
≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). 
 
Prisotnost razlik v dolžini hif sevov OE_ssgA in ΔssgA, v primerjavi s starševskim sevom, 
potrjuje tudi statistična analiza (Slika 23). Povprečna dolžina hif pri sevu ΔssgA znaša 41,4 
µm, pri starševskem sevu 36,0 µm. Ob dodatku teofilina povprečna dolžina hif pri divjem 
tipu znaša 20,8 µm, pri sevu OE_ssgA 12,1 µm.  
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Ob odsotnosti teofilina smo v danem poskusu pri dolžini hif med divjim tipom in sevom 
OE_ssgA opazili statistično značilno razliko (Slika 23, A), ki pa bi bila lahko posledica rahlo 
počasnejše rasti seva OE_ssgA (podatki niso prikazani). Pod enakimi pogoji rasti razlik v 
dolžini hif in razvejenosti med starševskim sevom in OE_ssgA ob odsotnosti teofilina nismo 
opazili.  
 
Rezultati statistične analize kažejo, da se razlike v razvejenosti hif ob prekomernem 
izražanju ssgA, v primerjavi z divjim tipom, izrazijo tako na nivoju glavne hife, kot na nivoju 
stranskih hif (Preglednica 27). Povprečna dolžina hife med razvejišči ob dodatku teofilina 
pri sevu OE_ssgA znaša 11,0 µm, pri divjem tipu 17,4 µm. Hife pri sevu OE_ssgA se tako 
razvejijo bolj pogosto, v primerjavi s starševskim sevom, medtem ko se hife pri sevu ΔssgA, 
razvejijo manj pogosto (Slika 23, B). Odsotnost izražanja ssgA na razvejenost hif se odrazi 
na nivoju glavnih hif (Preglednica 27). 
 
Preglednica 27: Povprečne dolžine hif med razvejišči pri divjem tipu A, OE_ssgA in ΔssgA na laboratorijskem 
nivoju po 41 h. Statistično pomembna razlika (Studentov t-test) je prikazana v obliki zvezdic. Pri tem velja: ns 
– ni statistično značilne razlike, * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). 𝒍?̅?: 
povprečna dolžina hif (µm) med razvejišči, Teo+: dodatek 0,5 mM teofilina. 
 
 Divji tip A  ΔssgA OE_ssgA Divji tip A 
(Teo+) 
OE_ssgA 
(Teo+) 
𝒍?̅?(µm) vseh hif 32,5  39,5 * 31,5 ns 17,4  11,0 **** 
𝒍?̅?(µm) glavnih hif 33,6  40,4 ** 32,5 ns 19,3  13,1 *** 
𝒍?̅?(µm) stranskih hif 15,2  16,9 ns 13,7 ns 9,2  4,4 **** 
 
4.3.2 Fenotip sevov ΔssgA in OE_ssgA na pilotnem nivoju  
 
Na nivoju pilotnega bioreaktorja smo primerjali morfološke značilnosti sevov in spremljali 
morebitni vpliv morfoloških razlik na potek in energetsko zahtevnost bioprocesa. Za 
izenačitev pogojev gojenja smo vsem sevom pred nacepitvijo v gojišče dodali 0,3 mM 
teofilin (indukcija izražanja gena ssgA pri sevu OE_ssgA) in prilagodili čas gojenja v 
vegetativni fazi (izenačitev fiziološkega stanja različno hitro rastočih kultur v vcepkih). 
 
4.3.2.1 Morfotip sevov ΔssgA in OE_ssgA na pilotnem nivoju  
 
Primerjali smo dolžine in razvejenost hif sevov OE_ssgA in ΔssgA v primerjavi s 
starševskim sevom. Izkazalo se je, da se ob prekomernem izraženem ssgA in izbitju gena 
ssgA statistično izrazitejše spremembe v dolžini hif na pilotnem nivoju pojavijo od 47/49 h 
vzorčenja dalje (Slika 24, Preglednica 28).  
 
Pri starševskem sevu in OE_ssgA se povprečna dolžina hif, skozi celoten bioproces krajša, 
medtem ko se pri sevu ΔssgA dolžina hif pri 40, 49 in 60 h vzorčenja celo poveča (Slika 24). 
Po 47/49 h gojenja smo pri OE_ssgA, v primerjavi z divjim tipom, izmerili v povprečju 
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bistveno krajše hife (Preglednica 28). Pri S. coelicolor A3(2) se nivo fragmentiranosti hif 
povečuje s časom gojenja in je sorazmeren z ravnijo izražanja ssgA (van Wezel in sod., 
2000A; van Wezel in sod., 2000B), zaradi česar na podlagi rezultatov predvidevamo, da bi 
lahko bile razlike v dolžini hif med divjim sevom in OE_ssgA v poznejših fazah bioprocesa 
še večje. 
 
Preglednica 28: Povprečne dolžine hif pri divjem tipu A, ΔssgA in OE_ssgA tekom bioprocesa na nivoju 
pilotnega bioreaktorja. Statistično pomembna razlika (enosmerna analiza variance ANOVA, post-hoc test: 
Dunnov test) je prikazana v obliki zvezdic. Pri tem velja: ns – ni statistično značilne razlike, * - (p ≤ 0,05), ** 
- (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). Rezultati statistične analize (P-vrednosti) in porazdelitev 
podatkov dolžin hif v obliki okvirja z ročaji so prikazani v prilogi C. 𝑙:̅ povprečna dolžina hif (µm). 
 
 ?̅?(µ𝐦) 
 20 h 34 h 40 h 49 h 62 h 
Divji tip A 35,4  21,7  19,1  19,2  18  
ΔssgA 36,2 ns 19,9 ns 21,5 ns 25,8 **** 24,9 **** 
           
 18 h 32 h 38 h 47 h 60 h 
OE_ssgA  35,5 ns 21,4 ns 17,4 ns 17,3 ** 14,3 ** 
 
 
 
Slika 24: Razlike v povprečni dolžini hif s SEM po času med sevi OE_ssgA, ΔssgA in divjim tipom A na 
nivoju pilotnega bioreaktorja. Rdeča: divji tip A, modra: ΔssgA, zelena: OE_ssgA.  
 
Za bolj natančno ovrednotenje razlik v dolžini hif smo posebej primerjali povprečne dolžine 
glavnih hif in povprečne dolžine stranskih hif. Rezultati kažejo na to, da se tako prekomerno 
izražanje kot delecija gena ssgA odrazi v spremenjeni dolžini glavnih hif kultur v tekočem 
gojišču (Slika 25, Preglednica 29). Pri sevu OE_ssgA so glavne hife v primerjavi z divjim 
tipom statistično značilno krajše po 60 h gojenja, medtem ko so pri sevu ΔssgA glavne hife 
v primerjavi z divjim tipom statistično značilno daljše od 40 h dalje.  
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Slika 25: Razlike v povprečni dolžini glavnih hif s SEM po času med sevi OE_ssgA, ΔssgA in divjim tipom A 
na nivoju pilotnega bioreaktorja. Rdeča: divji tip A, modra: ΔssgA, zelena: OE_ssgA. 
 
Preglednica 29: Povprečne dolžine glavnih hif pri divjem tipu A, ΔssgA in OE_ssgA tekom bioprocesa na 
nivoju pilotnega bioreaktorja. Statistično pomembna razlika (enosmerna analiza variance ANOVA, post-hoc 
test: Dunnov test) je prikazana v obliki zvezdic. Pri tem velja: ns – ni statistično značilne razlike, * - (p ≤ 0,05), 
** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). Rezultati statistične analize (P-vrednosti) in 
porazdelitev podatkov dolžin glavnih hif v obliki okvirja z ročaji so prikazani v prilogi D. 𝑙?̅?: povprečna dolžina 
glavnih hif (µm). 
 
 𝒍?̅?(µ𝐦) 
 20 h 34 h 40 h 49 h 62 h 
Divji tip A 77,8  50,8  38,5  35,4  31,5  
ΔssgA 75,5 ns 44,2 ns 45,5 * 47,4 **** 35,7 * 
           
 18 h 32 h 38 h 47 h 60 h 
OE_ssgA  74,3 ns 48,0 ns 38,3 ns 38,6 ns 26,0 *** 
 
Statistično značilnih razlik v dolžini stranskih hif pri sevu OE_ssgA na nivoju pilotnega 
bioreaktorja nismo zaznali (Slika 26; Preglednica 30). Pri divjem tipu in sevu OE_ssgA se 
stranske hife s časom krajšajo, medtem ko so stranske hife pri sevu ΔssgA, po 40 in 49 h 
daljše, v primerjavi s predhodnim vzorčenjem. Hkrati pa so bistveno daljše od stranskih hif 
pri divjem tipu in OE_ssgA. Pri 49 h vzorčenja je pri sevu ΔssgA povprečna dolžina stranske 
hife daljša v primerjavi s povprečno dolžino stranske hife na začetku bioprocesa in je za 
skoraj polovico daljša od dolžine stranske hife pri divjim tipu (49 h). 
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Slika 26: Razlike v povprečni dolžini stranskih hif s SEM po času med sevi OE_ssgA, ΔssgA in divjim tipom 
A na nivoju pilotnega bioreaktorja. Rdeča: divji tip A, modra: ΔssgA, zelena: OE_ssgA. 
 
Preglednica 30: Povprečne dolžine stranskih hif pri divjem tipu A, ΔssgA in OE_ssgA tekom bioprocesa na 
nivoju pilotnega bioreaktorja. Statistično pomembna razlika (enosmerna analiza variance ANOVA, post-hoc 
test: Dunnov test) je prikazana v obliki zvezdic. Pri tem velja: ns – ni statistično značilne razlike, * - (p ≤ 0,05), 
** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). Rezultati statistične analize (P-vrednosti) in 
porazdelitev podatkov dolžin stranskih hif, v obliki okvirja z ročaji, so prikazani v prilogi E. 𝒍?̅?: povprečna 
dolžina stranskih hif (µm). 
 
 𝒍?̅?(µ𝐦) 
 20 h 34 h 40 h 49 h 62 h 
Divji tip A 9,4  7,7  7,1  6,6  5,3  
ΔssgA 9,2 ns 7,4 ns 8,6 ** 11,2 **** 9,1 **** 
           
 18 h 32 h 38 h 47 h 60 h 
OE_ssgA  11,6 * 8,0 ns 7,1 ns 6,3 ns 4,6 ns 
 
Statistično značilne razlike v razvejenosti med divjim tipom in OE_ssgA se pojavijo od 
40 / 38 h dalje (Preglednica 31). Povprečna dolžina hife med razvejišči je pri sevu OE_ssgA 
skozi celoten bioproces krajša v primerjavi z divjim tipom (Slika 27). Ob odsotnosti gena 
ssgA se hife razvejijo manj pogosto. 
 
Preglednica 31: Povprečne dolžine hif med razvejišči pri divjem tipu A, ΔssgA in OE_ssgA tekom bioprocesa 
na nivoju pilotnega bioreaktorja. Statistično pomembna razlika je prikazana v obliki zvezdic (enosmerna 
analiza variance ANOVA, post-hoc test: Dunnov test). Pri tem velja: ns – ni statistično značilne razlike, * - (p 
≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). Rezultati statistične analize (P-vrednosti) in 
porazdelitev podatkov dolžin hif med razvejišči, v obliki okvirja z ročaji, so prikazani v prilogi F. 𝒍?̅?: povprečna 
dolžina hif (µm) med razvejišči. 
 
 ?̅?𝒓(µ𝐦) 
 20 h 34 h 40 h 49 h 62 h 
Divji tip A 35,0  21,0  17,7  19,9  19,1  
ΔssgA 36,7 ns 19,3 ns 20,8 * 24,0 **** 24,7 **** 
           
 18 h 32 h 38 h 47 h 60 h 
OE_ssgA  32,4 ns 19,1 ns 15,0 ** 15,9 ** 14,6 **** 
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Slika 27: Razlike v povprečni dolžini hif med razvejišči po času med sevi OE_ssgA, ΔssgA in divjim tipom A, 
na nivoju pilotnega bioreaktorja. Rdeča: divji tip A, modra: ΔssgA, zelena: OE_ssgA. 
 
Rezultati potrjujejo, da manipulacija z genom ssgA vpliva tako na dolžino kot razvejenost 
hif. Slika 28 prikazuje razlike v morfologiji med posameznimi sevi, gojenimi v tekočem 
gojišču, na pilotnem nivoju.  
 
 
 
Slika 28: Reprezentativne oblike hif pri divjem tipu A, OE_ssgA in ΔssgA na nivoju pilotnih bioreaktorjev v 
treh časovnih točkah vzorčenja (38/40 h, 47/49 h, 60/62 h). Slike so zajete pod 400 x povečavo in obdelane s 
programom Image-Pro Premier 9.3. 
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Naši rezultati kažejo, da ima sev OE_ssgA v tekočem gojišču na obeh merilih 
(laboratorijsko, pilotno) primerljiv morfotip sevu S. coelicolor A3(2) s prekomerno 
izraženim ssgA, za katerega je značilna višja raven razvejanja in povečana fragmentacija hif 
v tekočem (van Wezel in sod., 2000A; van Wezel 2000B; van Wezel in sod., 2006). Pri 
S. coelicolor A3(2), prekomerno izraženje ssgA najverjetneje vpliva na nadzorni sistem, ki 
razlikuje med mehanizmi, odgovornimi za nastanek prečne stene in sporulacijske septe 
(Noens in sod., 2007). Posledično v vegetativni hifi nastane večje število prečnih sten, ki so 
tanjše (van Wezel in sod., 2000A; van Wezel in sod., 2000B) in razdelijo vegetativno sporo 
na krajše odseke, ki po velikosti spominjajo na spore. Ker se prečne stene nahajajo blizu 
mest razvejišč (Flärdh in sod., 2012) se zaradi večjega števila sept domnevno poveča tudi 
število stranskih hif v vegetativni hifi (Noens in sod., 2007). Tako razvejišča (Wardell in 
sod., 2002) kot prečne stene (McCormick in sod., 1994) naj bi zmanjšale integriteto hife in 
za hifo predstavljajo mesta, kjer lahko do fragmentacije pride hitreje.  
 
Krajše hife pri sevu OE_ssgA bi lahko bile posledica višje stopnje fragmentacije, ob 
prekomerno izraženem ssgA. Zaradi bolj pogostih prečnih sten v vegetativni hifi naj bi 
fragmentacija potekala bolj nadzorovano kot v primeru prekomernega mešanja in 
prezračevanja, saj se hifa ob prelomu na mestu prečnih sten razdeli na dva fragmenta, ki ju 
obdaja stabilna celična stena in ne pride do lize, kot v primeru fragmentacije zaradi strižnih 
sil (van Wezel in sod., 2006).  
 
4.3.2.2 Značilnosti bioprocesov s sevi ΔssgA in OE_ssgA na pilotnem nivoju 
 
Vpliv morfologije na potek bioprocesa smo spremljali z meritvami viskoznosti, 
kapacitativnosti in produkcije KK, medtem ko smo energijsko zahtevnost bioprocesa, 
spremljali z meritvami raztopljenega kisika v brozgi (dO2). Vrednosti viskoznosti in KK smo 
normalizirali glede na kapacitativnost (pF), kar prikazuje vpliv morfologije na viskoznost in 
produktivnost KK neodvisno od količine biomase. Procesni parametri nakazujejo na 
morfološke razlike med ΔssgA, OE_ssgA in divjim tipom (Slika 29 - Slika 31).  
 
Glede na meritve kapacitativnosti (Slika 29) sev OE_ssgA v fazo eksponentne rasti vstopi 
istočasno (pri 17 h) kot starševski sev in ΔssgA, vendar v stacionarno fazo vstopi 8 h kasneje 
(pri 45 h). Pri sevu OE_ssgA je torej eksponentna faza rasti bistveno daljša v primerjavi z 
divjim tipom in ΔssgA. Sev ΔssgA v stacionarno fazo vstopi vzporedno s starševskim 
sevom, kljub temu da ima skozi celoten bioproces manj biomase v primerjavi z divjim tipom. 
Sprememba v hitrosti rasti je lahko neposredna posledica manipulacije gena ssgA in so jo na 
nivoju pilotnih bioreaktorjev opazili tudi pri S. coelicolor A3(2) (van Wezel in sod., 2006). 
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Slika 29: Kapacitativnost in viskoznost pri divjem tipu A, ΔssgA in OE_ssgA tekom bioprocesa v pilotnih 
bioreaktorjih. Prekinjena črta: kapacitativnost, polna črta: viskoznost, rdeča: divji tip A, modra: ΔssgA, zelena: 
OE_ssgA. 
 
 
 
Slika 30: Viskoznost, normalizirana na količino biomase, pri divjem tipu A, ΔssgA in OE_ssgA tekom 
bioprocesa v pilotnih bioreaktorjih. Rdeča: divji tip A, modra: ΔssgA, zelena: OE_ssgA. 
 
Ob vstopu v stacionarno fazo ima sev OE_ssgA več biomase (Slika 29) v primerjavi z divjim 
tipom in sevom ΔssgA, medtem ko je viskoznost (pri enaki količini biomase) od 24 h dalje 
skozi celoten bioproces nižja (Slika 30). 
 
Predpostavljamo, da je nižja viskoznost pri sevu OE_ssgA skozi celoten bioproces, kljub 
večjemu deležu biomase, posledica krajših hif (Slika 24), ki se med seboj manj prepletajo 
(van Wezel in sod., 2006). Medtem ko je višja viskoznost pri sevu ΔssgA, posledica daljših 
glavnih in stranskih hif, ki jih opazimo po 40 h vzorčenja (Slika 24 - Slika 26), kar se 
časovno sklada s povišanjem viskoznosti. Višja viskoznost, ki je značilna za micelijske 
skupke, je posledica prepletanja daljših hif (Wucherpfennig in sod., 2010).  
 52 
Juršič A. Modulacija morfoloških lastnosti sevov S. clavuligerus s pristopi genskega inženiringa.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
Pri sevu OE_ssgA smo opazili večjo količino biomase, pri nižji viskoznosti bioprocesne 
brozge (Slika 29) in večjem deležu raztopljenega kisika (Slika 31) v bioprocesni brozgi, 
medtem ko smo pri sevu ΔssgA opazili manj biomase ter višjo viskoznost bioprocesne 
brozge. Ob višji viskoznosti bioprocesne brozge je prenos hranil in kisika otežen, na kar 
lahko do neke mere vplivamo s povečanjem prezračevanja in mešanja (Doran, 2013). Zaradi 
pomankanja hranil in kisika se lahko zaustavi celična rast, medtem ko lahko zaradi 
prekomernega mešanja in prezračevanja biomasa odmre (Wucherpfennig in sod., 2010). 
Zaradi nižje viskoznosti pri sevu OE_ssgA ima brozga drugačne lastnosti in lahko O2 lažje 
prehaja iz zračnih mehurčkov in se pri enakem zračenju in mešanju lažje topi v gojišču v 
primerjavi z višjo viskoznostjo (Doran, 2013). Lažji prenos O2 in hranil ob nižji viskoznosti 
omogočata, da tekom procesa pridobimo več biomase (Wucherpfennig in sod., 2010), hkrati 
se zmanjša potreba po mešanju in prezračevanju (Wucherpfennig in sod., 2010; Doran, 
2013), kar lahko bistveno poceni sam proizvodni proces (van Dissel in sod., 2014).  
 
Sev OE_ssgA ima v primerjavi z divjim tipom in sevom ΔssgA popolnoma drugačno obliko 
krivulje dO2 (Slika 31), ki začne padati bistveno počasneje in ne pade pod 40 %, kljub 
večjemu deležu biomase (Slika 29). Padec krivulje dO2 pri sevu OE_ssgA se pri približno 
40 h rahlo zaustavi. To je tudi čas, ko pri razvejenosti med divjim tipom in sevom OE_ssgA 
opazimo statistično značilne razlike (Preglednica 31). Po 47 h pri sevu OE_ssgA vsebnost 
raztopljenega kisika v brozgi ponovno naraste. V tem času opazimo statistično značilne 
razlike v dolžini hif med divjim tipom in sevom OE_ssgA (Preglednica 28).  
 
 
 
Slika 31: Raztopljeni kisik (dO2) v bioprocesnih brozgah pri divjem tipu A, ΔssgA in OE_ssgA tekom 
bioprocesa v pilotnih bioreaktorjih. Rdeča: divji tip A, modra: ΔssgA, zelena: OE_ssgA. 
 
Prenos kisika je odvisen od številnih dejavnikov, med katerimi so tudi količina biomase, 
metabolizem in morfologija kulture ter fizikalne lastnosti brozge, na katere posredno vpliva 
tudi morfologija kulture (Doran, 2013). Ob predpostavljanju, da med divjim tipom in sevom 
OE_ssgA ni velike razlike v respiraciji, razlike v krivuljah dO2 kažejo na morfološke razlike 
med sevi. Razlike v krivulji dO2 pri sevu OE_ssgA v začetni fazi je najverjetneje posledica 
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različne hitrosti rasti. V poznejših fazah je razlika v krivulji dO2 najverjetneje posledica 
manjše viskoznosti, kljub večjim deležem biomase (Slika 29).  
 
Poleg vpliva sprememb v morfologiji seva OE_ssgA na viskoznost kulture in posledično 
energijsko zahtevnost bioprocesa nas je zanimalo, ali spremembe v morfologiji vplivajo tudi 
na produktivnost seva (Slika 32). Produkcija KK se pri vseh sevih prične pri približno 20 h 
gojenja in narašča skozi celoten bioproces (Slika 32, A).  
 
 
 
Slika 32: Produkcija klavulanske kisline (KK) (A) in specifična produktivnost (B) pri divjem tipu A, ΔssgA in 
OE_ssgA tekom bioprocesa na nivoju pilotnega bioreaktorja. Izmerjene vrednosti KK so pomnožene s 
konstanto (N). Rdeča: divji tip A, modra: ΔssgA, zelena: OE_ssgA. 
 
Specifična produktivnost KK je pri sevu s prekomerno izraženim ssgA nekoliko nižja (Slika 
32, B) kot pri divjem tipu, vendar so energijske zahteve bioprocesa s sevom OE_ssgA 
bistveno nižje v primerjavi z divjim tipom (Slika 31). Za povišanje produktivnosti je 
bioproces potrebno dodatno optimizirati. Na produkcijo KK lahko na primer vplivamo preko 
spremembe sestave gojišča (Saudagar in sod., 2008; Ser in sod., 2016), spremembe 
temperature gojenja (Costa in Badino, 2012) in vrednosti pH gojišča (Chen in sod., 2003), 
ki vplivata tudi na stabilnost in razgradnjo KK (Ser in sod., 2016), ter spremembe mešanja 
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(Rosa in sod., 2005; Cerri in Badino, 2012) in zračenja, saj dostopnost kisika v brozgi vpliva 
tako na rast in preživetje bakterije S. clavuligerus kot na produkcijo KK (Yegneswaran et 
al., 1991, Ser in sod., 2016). Pomankanje kisika negativno vpliva na produkcijo KK, saj je 
aktivnost nekaterih encimov, ki sodelujejo v biosintezni poti KK (npr. sintetaza KK, angl. 
clavulanic synthase oz. Cas) odvisna od razpoložljivosti kisika (Hopwood, 2012). 
 
Naši rezultati nakazujejo, da sprememba morfoloških lastnosti ob prekomerno izraženem 
ssgA vpliva na lastnosti bioprocesne brozge in sam potek bioprocesa. Nižje viskoznosti 
bioprocesne brozge pri sevu OE_ssgA zaradi manjše porabe energentov znižajo stroške 
bioprocesa. Hkrati pa omogočajo lažje vodenje ter dodatne možnosti optimizacije 
bioprocesa, s katerim lahko pridobimo večje količine biomase in posledično večje donose 
KK.  
 
4.4 BIOINFORMATSKA ANALIZA PROTEINA CslA S. clavuligerus ATCC 27064 
 
Pri bakteriji S. clavuligerus ATCC 27064 (NCBI št. genoma CM000913.1; Medema in sod, 
2010) smo identificirali le 1 ortolog proteina CslAS. coel. (NCBI št. genoma NC_003888.3; 
Bentley in sod., 2002), s katerim si deli 77 % AK. Pri primerjavi zaporedja AK potencialnega 
CslAS. clavul. z zaporedji AK preostalih proteinov v podatkovni zbirki pri S. clavuligerus 
ATCC 27064 (pBLAST) smo ovrgli prisotnost dodatnih paralogov proteina CslAS. clavul.. v 
genomu S. clavuligerus ATCC 27064.  
 
Pri filogenetski analizi smo primerjali zaporedja AK potencialnih proteinov CslA (NCBI št. 
v prilogi B) pri različnih vrstah bakterij iz rodu Streptomyces (Slika 33). Glede na 
filogenetsko drevo je protein CslAS. clavul. najbolj podoben proteinu CslA pri S. griseus subsp. 
griseus NBRC 13350 (NCBI št. genoma AP009493.1; Hirano in sod., 2008), s katerim si 
deli 99 % AK. CslAS. clavul. si s preostalimi ortolognimi proteini deli od 67 do 84 % AK. 
 
Rezultati bioinformatske analize CslA pri S. clavuligerus ATCC 27064 so primerljivi z 
rezultati pri sevih S. clavuligerus (Lek d.d., Mengeš) (podatki niso prikazani).  
 
 
 
Slika 33: Filogenetsko drevo potencialnih proteinov CslA pri različnih vrstah bakterij Streptomyces. Pri 
filogenetski analizi smo uporabili metodo največje verjetnosti z dodatno metodo preverjanja verjetnosti rešitve 
drevesa. 
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4.5 MORFOTIP SEVOV OE_cslA IN ΔcslA NA TRDNEM GOJIŠČU 
 
Morfotipe pridobljenih sevov z mutacijo gena cslA (ΔcslA) in s prekomerno izraženim 
genom cslA (OE_cslA) smo opazovali na trdnem gojišču ISP-4.  
 
Za začetek izražanja gena cslA smo pri sevu OE_cslA v trdno gojišče ISP-4 Ap dodali 
teofilin (0,5 mM). Oba seva (divji tip B, OE_cslA) sta sporulirala, vendar razlik v morfologiji 
(pod svetlobnim mikroskopom) med sevoma ni bilo možno opaziti.  
 
Pri sevu ΔcslA je bilo spremembo v morfotipu na trdnem gojišču ISP-4 v primerjavi z divjim 
tipom B možno opaziti že s prostim očesom. Ob odsotnosti izražanja cslA je sev tvoril bel, 
puhast zračni micelij, ki je v primerjavi z divjim tipom sporuliral v bistveno manjši meri, do 
sporulacije pa je prišlo kasneje. Morfotip, ki smo ga opazili pri sevu ΔcslA je enak morfotipu 
seva s prekinjenim izražanjem cslA pri S. coelicolor A3(2), za katerega je značilna 
zakasnjena in šibkejša sporulacija (Xu in sod., 2008). 
 
4.6 FENOTIP SEVOV OE_cslA IN ΔcslA V TEKOČEM PRODUKCIJEM GOJIŠČU  
 
Morfologijo, rast in produkcijo KK sevov OE_cslA in ΔcslA v tekočem gojišču smo 
spremljali na laboratorijskem nivoju (stresana kultura v 100-mL erlenmajericah). Hitrost 
rasti sevov smo spremljali posredno preko porabe vira ogljika v gojišču. Za oceno vpliva 
morfologije na viskoznost in produktivnost KK neodvisno od količine biomase smo 
vrednosti viskoznosti in KK normalizirali glede na kapacitativnost (pF).  
 
Pod določenimi pogoji gojenja S. clavuligerus v tekoči kulturi raste tudi v obliki peletov. Za 
oceno vpliva manipulacije cslA na morfologijo seva smo primerjali velikosti in strukture 
peletov pridobljenih sevov med seboj in v primerjavi s starševskim sevom.  
 
Spremembe v morfologiji sevov smo opazili že po približno 24 h gojenja, vendar so bile 
najbolj izrazite ravno v tretji časovni točki vzorčenja (pri okoli 41 h), kjer smo izvedli tudi 
slikovno analizo mikroskopskih slik. Tako smo kvantificirali razlike v velikosti in strukturi 
peletov pri sevih OE_cslA in ΔcslA v primerjavi z divjim tipom B (Priloga G, Slika 34).  
 
Pri sevu ΔcslA smo opazili pelete z manjšim jedrom, iz katerega izhajajo daljše hife, ki 
predstavljajo večji zunanji del peleta (Slika 34). Rumenkasti obroč okoli središča, ki smo ga 
opazili pod faznim kontrastom pri divjem sevu in OE_cslA ob odsotnosti izražanja cslA, v 
peletu ni bil prisoten. Rezultate potrjuje statistična analiza (Preglednica 32). Pri sevu ΔcslA 
smo opazili tudi več razpuščenega micelija v okolici peletov v obliki micelijskih skupkov 
oz. posameznih hif. 
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Slika 34: Razlike v velikosti in strukturi peletov pri kulturah sevov ΔcslA, OE_cslA in divjega tipa B, v 
tekočem gojišču na laboratorijskem nivoju po 41 h. Zgoraj levo: Struktura peleta, prikazana s povprečnimi 
vrednostmi površin (µm2) zunanjega obroča (Az), notranjosti peleta (An) in rumenkastega obroča (Ao); Zgoraj 
desno: Struktura peleta, prikazana s povprečnimi vrednostmi povprečnih premerov (µm) zunanjega obroča 
(?̅?𝑧), notranjosti peleta (𝑑̅𝑛) in rumenkastega obroča (𝑑̅𝑜). Roza barva predstavlja zunanji del obroča, zelena 
rumenkasti obroč, modra notranjost peleta; Sredina: Grafična ponazoritev strukture peletov po analizi slik; 
Spodaj: Prvotne slike reprezentativnih peletov (100x povečava, po 41 h), pri ΔcslA (a), divjem sevu B (b) in 
OE_cslA (c). 
 
Delecija cslA se je torej pri sevu ΔcslA izrazila na enak način kot prekinitev izražanja cslA 
pri sevu S. coelicolor A3(2), za katerega je značilna bolj razpršena rast micelija v tekočem 
gojišču v primerjavi z divjim tipom (Xu in sod., 2008). Pri S. coelicolor β-glukan, ki ga 
sintetizira CslA na konicah in lateralni strani hif, v tekočih gojiščih povečuje integriteto 
peletov (Xu in sod., 2008). β-glukan naj bi bil sestavni del fimbrij, ki omogočajo 
medsebojnem povezovanje sosednjih hif (de Jong in sod., 2009; van Dissel in sod., 2014). 
Manjši peleti, iz katerega izhajajo daljše hife, pri sevu ΔcslA, bi lahko bili posledica 
zmanjšanja medsebojnega povezovanja hif ob odsotnosti izražanja cslA.  
 
Pri sevu s prekomerno izraženim cslA (OE_cslA) smo v primerjavi z divjim tipom opazili 
večji notranji del peleta ter večjo površino in povprečni premer rumenkastega obroča, 
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medtem ko je zunanji del peleta bistveno manjši (Slika 34, Preglednica 32). Pričakovani 
morfotip seva OE_cslA smo opazili v gojišču s teofilinom in brez njega. V tem primeru ne 
moremo z gotovostjo trditi, da so večji peleti z večjo notranjostjo peleta dejansko rezultat 
genetske manipulacije, četudi se morfotip seva OE_cslA ujema s pričakovanji. Rumenkasti 
obroč, ki ga opazimo pri divjem sevu in OE_cslA, je lahko posledica večje gostote hif ali 
povečanega izločanja polisaharida, ki ga sintetizira CslA. Za natančno ovrednotenje 
morfotipa seva OE_cslA in narave rumenkastega obroča so potrebne dodatne raziskave.  
 
Preglednica 32: Povprečne vrednosti povprečnih premerov peletov pri kulturah sevov ΔcslA, OE_cslA in 
divjem tipu B na laboratorijskem nivoju po 41 h. Statistično značilne razlike (Studentov T-test) so označene z 
zvezdicami. Pri tem velja: ns – ni statistično značilne razlike, * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) 
in **** - (p ≤ 0,0001). 𝑑𝑧: povprečni premer zunanjega obroča, 𝑑𝑜: povprečni premer rumenkastega 
obroča, 𝑑𝑛: povprečni premer notranjosti peleta, Teo+: dodatek 0,3 mM teofilina 
 
 ?̅?𝒛 (µm)  ?̅?𝒐 (µm)  ?̅?𝒏 (µm)  
Divji tip B 121,4  9,2  51,6  
ΔcslA 149,8 *** x **** 33,0 * 
OE_cslA 107,5 ** 12,7 * 78,3 * 
Divji tip B (Teo+) 118,0  8,7  41,8  
OE_cslA (Teo+) 97,6 **** 15,8 ** 59,9 * 
 
Na spremembo morfologije ob deleciji gena cslA nakazujejo tudi rezultati porabe vira 
ogljika, viskoznosti in produkcije KK. Sev ΔcslA, pri katerem je na trdnem gojišču do 
sporulacije prišlo kasneje in v manjši meri, je v tekočem gojišču vir ogljika porabljal 
bistveno hitreje (Slika 35) in je imel v primerjavi s starševskim sevom po 66 h gojenja višjo 
specifično produktivnost (Slika 36). 
 
  
 
Slika 35: Poraba vira ogljika po času v stresanih kulturah različnih sevov na laboratorijskem nivoju. Graf 
prikazuje porabo vira ogljika pri sevih ΔcslA (modra) in OE_cslA (zelena) v primerjavi s porabo ogljika pri 
divjem tipu B (rdeča). Rezultat predstavlja povprečje treh bioloških ponovitev s standardno napako. 
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Slika 36: Specifična produktivnost pri divjem tipu B, ΔcslA in OE_cslA tekom bioprocesa na laboratorijskem 
nivoju. Izmerjene vrednosti KK so pomnožene s konstanto N. Rdeča: divji tip B, modra: ΔcslA, zelena: 
OE_cslA. 
 
Pri sevu ΔcslA je viskoznost (pri enaki količini biomase) v prvem delu bioprocesa (do 43 h) 
višja v primerjavi z divjim tipom in OE_cslA (Slika 37B). Višja viskoznost seva je lahko 
posledica tako hitrejše rasti ΔcslA (Slika 35) v primerjavi z divjim tipom in OE_cslA kot 
tudi spremembe morfologije sevov (Slika 34). Večje število manjših peletov, ki smo jih 
opazili pri sevu ΔcslA, ima pri enaki količini biomase višjo viskoznost v primerjavi z 
manjšim številom večjih peletov. Viskoznost se manjša z večjo velikosti peletov (Tamura in 
sod., 1997). Manjše pelete pri sevu ΔcslA smo opazili skozi celoten bioproces, kar bi lahko 
bil razlog za višje viskoznosti brozg (Slika 37A).  
Večjih razlik v viskoznosti (pri enaki količini biomase) med sevoma OE_cslA in divjim 
tipom v danih pogojih nismo opazili (Slika 37B). Vendar pa je bilo v kulturi OE_cslA od 
30 h gojenja dalje manj biomase (Slika 37A).  
 
Pri večjih peletih eno glavnih omejitev predstavljajo območja v notranjosti peleta s 
pomanjkanjem hranil in kisika (Wucherpfennig in sod., 2010), kar lahko privede do zavrtja 
celičnih procesov, ki so odvisni od razpoložljivosti kisika (npr. biosintezna pot KK) 
(Hopwood, 2012) oz. odmiranja biomase v notranjosti peleta (Hille in sod., 2005; 
Wucherpfennig in sod., 2010). Ker pri sevu ΔcslA pelet v večini sestavljajo bolj razpršene 
hife na zunanjem delu peleta in je notranjost peleta manjša (Slika 34, Preglednica 32), sta 
hitrejša poraba vira ogljika (Slika 35) in višja specifična produktivnost (Slika 36) tako 
najverjetneje posledica večjega deleža aktivne biomase ob spremembi morfologije seva.  
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Slika 37: Kapacitativnost in viskoznost (A) ter viskoznost, normalizirana na količino biomase, (B) pri divjem 
tipu B, ΔcslA in OE_cslA tekom bioprocesa na laboratorijskem nivoju. Prekinjena črta: kapacitativnost, polna 
črta: viskoznost, rdeča: divji tip B, modra: ΔcslA, zelena: OE_cslA. 
 
Rezultati kažejo, da smo z delecijo cslA spremenili morfologijo seva, kar se najverjetneje 
odrazi v hitrejši rasti in izboljšani specifični produktivnosti seva na laboratorijskem nivoju. 
Z delecijo gena cslA smo pridobili sev, ki raste pretežno v obliki manjših peletov z domnevno 
večjo količino aktivne biomase, kar bi lahko bila posledica zmanjšanja integritete peletov ob 
odsotnosti izražanja cslA (Xu in sod., 2008). Manipulacija z genom cslA ima tako velik 
potencial pri streptomicetah, za katere je pri submerznem gojenju v industrijskih bioprocesih 
značilna rast v obliki peletov (Xu in sod., 2008; van Dissel in sod., 2014) in so donosi 
sekundarnega metabolita večji v primeru manjših peletov (Yin in sod., 2008). Teoretično 
imajo sevi z delecijo cslA potencialen pozitiven vpliv tudi na bioproces s streptomicetam, za 
katere so značilni micelijski skupki. Z zmanjšanjem povezav med sosednjimi hifami se 
domnevno lahko zmanjša tudi prepletenost hif, ki tvorijo micelijske skupke, kar bi se lahko 
odrazilo v zmanjšanju viskoznosti bioprocesne brozge. Za natančno ovrednotenje potenciala 
seva ΔcslA bi bilo potrebno raziskati še vpliv spremembe morfologije na bioproces na nivoju 
pilotnih bioreaktorjev.  
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5 SKLEPI 
 
 Pri Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 smo identificirali 6 paralognih proteinov 
SsgA in le 1 ortolog proteina CslAS. coel.. 5 paralognih proteinov SsgA smo uvrstili k 
ortolognim proteinom SsgAS. coel., katerih funkcija je že poznana.  
 
 Potrdili smo prvo hipotezo, saj nam je bioinformatska analiza omogočila identifikacijo 
ortologov proteinov SALPS. coel. in CslAS. coel. pri S. clavuligerus ATCC 27064. 
 
 Rezultati bioinformatskih analiz proteinov SALP in CslA pri S. clavuligerus ATCC 
27064 so primerljivi z rezultati pri sevih S. clavuligerus (Lek d.d., Mengeš). 
 
 S pomočjo sistema CRISPR/Cas smo pri S. clavuligerus uspešno uvedli delecijo genov 
ssgA in cslA.  
 
 S pomočjo integrativnih vektorjev smo pri S. clavuligerus uspešno vnesli dodatno kopijo 
ssgA, medtem ko so pri sevu z dodatno kopijo cslA za potrditev potrebne dodatne 
raziskave. 
 
 Na trdnem gojišču ΔssgA in ΔcslA sporulirata v manjši meri v primerjavi z divjim tipom. 
Sporulacija je pri sevu ΔcslA zakasnjena.  
 
 Na trdnem gojišču ISP-4 Ap z dodanim teofilinom (0,5 mM) pri sevih OE_ssgA in 
OE_cslA v primerjavi z divjim tipom razlik v morfologiji (pod svetlobnim mikroskopom) 
ni bilo možno opaziti. 
 
 V tekočem gojišču (na laboratorijskem in pilotnem nivoju) sev OE_ssgA tvori krajše, bolj 
razvejane hife. Sev ΔssgA tvori daljše hife, ki so manj razvejene. 
 
 Na nivoju pilotnega bioreaktorja ima sev OE_ssgA pri višji količini biomase nižjo 
viskoznost brozge, nižjo potrebo po mešanju in zračenju ter rahlo nižjo specifično 
produktivnost. Sev ΔssgA ima pri nižji količini biomase višjo viskoznost brozge.  
 
 V tekočem gojišču (na laboratorijskem nivoju) OE_cslA in divji tip tvorita večje pelete z 
večjim notranjim delom. Okoli središča peleta je prisoten rumeno rjav obroč. Gojenje 
seva OE_cslA v danih pogojih nam ni omogočilo ocene morfoloških značilnosti seva.  
 
 V tekočem gojišču (na laboratorijskem nivoju) ΔcslA tvori manjše pelete z manjšim 
notranjim ter večjim zunanjim delom. Rumenkasti obroč okoli notranjosti peleta, ki je 
prisoten pri divjem tipu in OE_cslA, pri sevu ΔcslA ni prisoten. 
 
 Na laboratorijskem nivoju, sev ΔcslA vir ogljika porablja hitreje in ima višjo specifično 
produktivnost. Sev OE_cslA vir ogljika porablja rahlo počasneje in ima manjšo 
specifično produktivnost.  
 Potrdili smo drugo hipotezo, saj imata deleciji genov ssgA in cslA v sevih S. clavuligerus 
bistven vpliv na njihove morfološke lastnosti v tekočem gojišču. 
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6 POVZETEK 
 
Streptomicete so industrijsko pomembni mikroorganizmi, ki so bogat vir sekundarnih 
metabolitov (Hopwood, 2007). Morfologija streptomicet vpliva na lastnosti bioprocesnih 
brozg (Doran, 2013). Za prost razpršen micelij in pelete so značilne nižje viskoznosti brozg, 
micelijski skupki viskoznost zvišujejo. Višja viskoznost zmanjša učinkovitost zračenja in 
mešanja, zato je za vzdrževanje zadostnega nivoja raztopljenega kisika in dostopnost hranil 
potreben višji vložek energije (Doran, 2013). V primeru peletov problem predstavljajo 
območja pomanjkanja hranil in kisika v notranjosti peletov (Hille in sod., 2005). Z namenom 
optimizacije bioprocesov lahko s pristopi genskega inženiringa spremenimo izražanje 
genov, katerih produkti (npr. CslA, SsgA) so vpleteni v fiziološke procese, ki določajo 
morfologijo streptomicet v submerznih kulturah (van Dissel in sod., 2014). 
 
Z namenom zmanjšanja viskoznosti brozg ter energijske zahtevnosti bioprocesa smo s 
prekomerno izraženim ssgA in izbitjem gena cslA uspeli pridobili seve s spremenjenimi 
morfološkim lastnostmi, ki smo jih ovrednotili s pomočjo digitalne analize mikroskopskih 
slik tekočih kultur. Opazovali smo vpliv morfoloških sprememb na značilnosti bioprocesov 
s pridobljenimi sevi.  
 
Morfološke značilnosti seva OE_ssgA smo v tekočem spremljali na laboratorijskem in 
pilotnem merilu. Za sev OE_ssgA je značilna višja stopnja razvejanosti ter večji delež krajših 
hif, ki se ne prepletajo oz. se prepletajo v manjši meri, kar je najverjetneje vzrok za nižje 
viskoznosti brozg (van Wezel in sod., 2006). Sev OE_ssgA ima velik potencial pri 
optimizaciji procesov za doseganje višjih donosov KK, saj so bile ob nižji viskoznosti brozg 
kljub večji količini biomase manjše potrebe energentov, medtem ko je bila specifična 
produktivnost KK le rahlo nižja v primerjavi s starševskim sevom. Stroški vodenja 
bioprocesa so tako lahko bistveno manjši, hkrati pa so zaradi nižje viskoznosti na voljo 
dodatne možnosti optimizacije bioprocesa, s katerimi lahko pridobimo večje količine 
biomase in posledično večje donose KK. 
 
Morfološke značilnosti seva ΔcslA smo v tekočem gojišču spremljali na laboratorijskem 
nivoju. Sev ΔcslA tvori manjše pelete z večjim deležem prostega micelija na robovih peleta. 
Predvidevamo, da zaradi spremenjene morfologije ob deleciji cslA sev vir ogljika porablja 
hitreje in ima višjo specifično produktivnost. Manipulacija z genom cslA ima tako velik 
potencial pri streptomicetah, za katere je pri submerznem gojenju v industrijskih bioprocesih 
značilna rast v obliki peletov (van Dissel in sod., 2014) in so donosi sekundarnega metabolita 
večji v primeru manjših peletov (Yin in sod., 2008). Ker ob deleciji cslA domnevno vplivamo 
na povezave med sosednjimi hifami, ki tvorijo micelijske skupke in pelete, bi lahko z 
manipulacijo gena cslA zmanjšali tudi viskoznosti bioprocesnih brozg streptomicet, ki v 
tekočem rastejo v obliki micelijskih skupkov. Za natančno ovrednotenje potencialna seva 
ΔcslA so potrebne dodatne raziskave na nivoju pilotnega bioreaktorja.  
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PRILOGA A 
 
Funkcije posameznih proteinov SALP tekom nastanka spor v zračni hifi pri S. coelicolor 
A3(2).Funkcije posameznih SALP in morfotip sevov z mutacijo v posameznem SALP so 
prikazani v preglednici (Keijser in sod., 2003; Noens in sod., 2005; Noens in sod., 2007; 
Willemse in sod., 2011; Traag in van Wezel, 2008). 
 
 
SALP Funkcija SALP Fenotip mutacije v SALP 
SsgA Aktivira začetek nastanka septe, označi mesto 
nastanka kalitvene cevke in mesto razvejanja. 
Morfotip mutacij v whi, odsotnost sporulacijske 
septe, zmanjšana proizvodnja antibiotika 
aktinorodina. 
SsgB Zagotovitev (v odvisnosti od ssgA) pravilne 
lokacije nastanka sept tekom sporulacijske 
celične delitve in je esencialen za sporulacijo. 
Ima pomembno vloga pa zaustavitvi rasti 
zračne hife. 
Morfotip mutacij v whi , večje bele kolonije, ki 
tvorijo dolge zračne hife, sporulacija odsotna. 
Odsotnost sporulacijske septe. 
SsgC Antagonist SsgA, uravnavanje začetka 
nastanka septe in ločitve DNA. 
Večja količina spor, dolge zračne hife, z večjim 
številom sept, spore so različnih velikosti, 
nepravilna ločitev DNA, fragmentacija v 
tekočem gojišču. 
SsgD Zagotovitev pravilnega delovanja encimov za 
sintezo lateralne celične stene. 
Nastanek ravnih, nediferenciranih zračnih hif, 
zmanjšana integriteta celične stene v zračni hifi 
in sporah, manjša količina temno sivih spor, 
različnih velikosti in širine. 
SsgE Zagotovitev pravočasnega začetka razgradnje 
peptidoglikana v procesu avtolize med 
posameznimi sporami. 
Večja količina spor (gojišče z manitolom), večje 
število posameznih spor različne dolžine in 
širine. 
SsgF Zagotovitev pravočasnega začetka razgradnje 
peptidoglikana v procesu avtolize med 
posameznimi sporami. 
Večja količina spor (gojišče z manitolom), 
prisotne krajše, širše verige spor, veliko spor v 
verigi obrnjenih za 90°. 
SsgG Zagotovitev istočasnega nastajanja sept in 
pravilne lokacije nastanka sept. 
Svetlo siv morfotip, količina spor manjša, spore 
različnih velikosti zaradi občasno izpuščenih 
sept, ni sprememb pri ločitvi DNA. 
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PRILOGA B 
 
Seznam NCBI številk zaporedij AK, ki smo jih uporabili za bioinformatsko analizo. 
 
Ime streptomicete Oznaka gena NCBI št. proteina  NCBI št. genoma Vir 
S. fradiae ATCC 10745  BG846_00879 OSY53466 MIFZ01000079 Grumaz in sod., 
2016 BG846_05439 OSY48930 MIFZ01000340  
BG846_02842 OSY51522 MIFZ01000229 
BG846_05829 OSY48579 MIFZ01000351 
BG846_02389 OSY51957 MIFZ01000210 
BG846_00386  OSY53969 MIFZ01000043 
S. griseus subsp. 
griseus NBRC 13350 
SGR3655 BAG20484 AP009493.1 Hirano in sod., 
2008 SGR5997 BAG22826   
SGR1004 BAG17833   
SGR4320 BAG21149   
SGR4615 BAG21444   
 SGR_4704 BAG21533   
S. lividans TK24 SLIV_18635 AIJ14680 CP009124.1 Rückert in sod., 
2015 SLIV_30050 AIJ16904   
SLIV_02850 AIJ11597   
SLIV_04900 AIJ11998   
SLIV_21905 AIJ15316   
SLIV_03410 AIJ11706   
SLIV_23075 AIJ15543   
SLIV_23475 AIJ15620  
S. pratensis ATCC 
33331 
Sfla_3135 ADW04556 CP002475.1 Lucas in sod., 
2015  Sfla_5300 ADW06697   
Sfla_0687 ADW02149   
Sfla_3972 ADW05386   
Sfla_3724 ADW05142   
S. rimosus subsp. 
rimosus ATCC 10970 
SRIM_00505 ELQ85347 ANSJ01000001 Pethick in sod., 
2013 SRIM_41512  ELQ77279 ANSJ01000332 
SRIM_41661 ELQ77249 ANSJ01000338 
SRIM_24846 ELQ80520 ANSJ01000093 
SRIM_40973 ELQ77391 ANSJ01000311 
SRIM_30453 ELQ79448 ANSJ01000137 
S. scabiei 87.22 SCAB_46311 CBG71687 FN554889.1 Bignell in sod., 
2010 SCAB_74621 CBG74444   
SCAB_13431  CBG68500   
SCAB_53351  CBG72370   
SCAB_56401 CBG72666   
SCAB_62371 CBG73255   
SCAB_85011 CBG75448   
SCAB_57291 CBG72756  
S. venezuelae ATCC 
10712 
SVEN_3705 CCA56991 FR845719.1 Pullan in sod., 
2011 SVEN_1140 CCA54427   
SVEN_6402 CCA59688   
SVEN_2999 CCA56285  
SVEN_0129 CCA53417  
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Nadaljevanje preglednice iz priloge B: Seznam NCBI številk zaporedij AK, ki smo jih 
uporabili za bioinformatsko analizo. 
 
Ime streptomicete Oznaka gena NCBI št. proteina  NCBI št. genoma Vir 
S. venezuelae ATCC 
10712 
SVEN_2681 CCA55967 FR845719.1 Pullan in sod., 
2011 SVEN_5061 CCA58347  
S. albus DSM 41398 SLNWT_3698 AJE84074 CP010519.1 Lu in sod., 2016 
SLNWT_6397 AJE86773  
SLNWT_4421  AJE84797  
SLNWT_2469  AJE82845  
SLNWT_2965 AJE83341   
SLNWT_2400 AJE82776  
S. roseosporus 
NRRL 11379 
SSIG_03595 EWS93033 ABYX02000001 Ward in sod., 
2010 SSIG_00828 EWS90481   
SSIG_06529 EWS95764   
SSIG_02447 EWS91970   
SSIG_02797 EWS92293   
S. avermitilis MA-
4680 
SAV_4267 BAC71979 BA000030.4 Omura in sod., 
2001 SAV_6810 BAC74521   
SAV_1687  BAC69398   
SAV_3605 BAC71317   
SAV_570 BAC68280   
SAV_580 BAC68290   
SAV_5219 BAC72931  
S. clavuligerus 
ATTC 27064 
SCLAV_2865  EFG07938 CM000913.1 Medema in sod., 
2010 SCLAV_0768 EFG05844   
SCLAV_5204 EFG10276   
SCLAV_2300 EFG07373   
SCLAV_2038 EFG07111  
SCLAV_5096 EFG10169   
SCLAV_1986 EFG07059  
S. coelicolor A3(2) SCO3926 NP_628111 NC_003888.3 Bentley in sod., 
2002 SCO1541 NP_625820   
SCO7289  NP_631345    
SCO6722  NP_630795    
SCO3158 NP_627374    
SCO7175  NP_631233   
SCO2924  NP_627150    
SCO2836 CAB65566  
S. sviceus ATCC 
29083 
SSEG_07051 EDY60421 CM000951.1 Fischbach in 
sod., 2009 SSEG_05057 EDY58477   
SSEG_06764 EDY60297   
SSEG_02457 EDY55877   
SSEG_00012 EDY53432   
SSEG_01102 EDY54522   
SSEG_03492  EDY56912   
SSEG_08544 EDY54477  
SSEG_08538 EDY54437  
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PRILOGA C 
 
Razlike v dolžini hif med sevi OE_ssgA, ΔssgA in divjim tipom A tekom bioprocesa na 
nivoju pilotnega bioreaktorja. Graf prikazuje porazdelitev podatkov dolžine hif (µm) za 
različne seve v obliki okvirjev z ročaji. Znotraj ročajev se nahaja 95 % vseh vrednosti. 
Vodoravne črte predstavljajo kvartile (25 %) ter mediano. Osamelci na sliki niso prikazani. 
V preglednici je prikazana prisotnost statistično pomembne razlike (enosmerna analiza 
variance ANOVA, post-hoc test: Dunnov test) v dolžini hif, pri sevih ΔssgA in OE_ssgA v 
primerjavi z divjim tipom A, v obliki zvezdic. Pri čemer velja: ns – ni statistično značilne 
razlike, * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). 
 
 
 
Divji tip A 
 18/20 h 32/34 h 38/40 h 47/49 h 60/62 h 
ΔssgA ns ns ns **** **** 
OE_ssgA  ns ns ns ** ** 
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PRILOGA D 
 
Razlike v dolžini glavnih hif med sevi OE_ssgA, ΔssgA in divjim tipom A tekom bioprocesa 
na nivoju pilotnega bioreaktorja. Graf prikazuje porazdelitev podatkov dolžine glavnih hif 
(µm) za različne seve v obliki okvirjev z ročaji. Znotraj ročajev se nahaja 95 % vseh 
vrednosti. Vodoravne črte predstavljajo kvartile (25 %) ter mediano. Osamelci na sliki niso 
prikazani. V preglednici je prikazana prisotnost statistično pomembne razlike (enosmerna 
analiza variance ANOVA, post-hoc test: Dunnov test) v dolžini glavnih hif, pri sevih ΔssgA 
in OE_ssgA v primerjavi z divjim tipom A, v obliki zvezdic. Pri čemer velja: ns – ni 
statistično značilne razlike, * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 
0,0001). 
 
 
 
Divji tip A 
 18/20 h 32/34 h 38/40 h 47/49 h 60/62 h 
ΔssgA ns ns * **** * 
OE_ssgA  ns ns ns ns *** 
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PRILOGA E 
 
Razlike v dolžini stranskih hif med sevi OE_ssgA, ΔssgA in divjim tipom A tekom 
bioprocesa na nivoju pilotnega bioreaktorja. Graf prikazuje porazdelitev podatkov dolžine 
stranskih hif (µm) za različne seve v obliki okvirjev z ročaji. Znotraj ročajev se nahaja 95 % 
vseh vrednosti. Vodoravne črte predstavljajo kvartile (25 %) ter mediano. Osamelci na sliki 
niso prikazani. V preglednici je prikazana prisotnost statistično pomembne razlike 
(enosmerna analiza variance ANOVA, post-hoc test: Dunnov test) v dolžini stranskih hif, 
pri sevih ΔssgA in OE_ssgA v primerjavi z divjim tipom A, v obliki zvezdic. Pri čemer velja: 
ns – ni statistično značilne razlike, * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - 
(p ≤ 0,0001). 
 
 
 
Divji tip A 
 18/20 h 32/34 h 38/40 h 47/49 h 60/62 h 
ΔssgA ns ns ** **** **** 
OE_ssgA  * ns ns ns ns 
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PRILOGA F 
 
Razlike v dolžini hif med razvejišči pri sevih OE_ssgA, ΔssgA v primerjavi z divjim tipom 
A tekom bioprocesa na nivoju pilotnega bioreaktorja. Graf prikazuje porazdelitev podatkov 
dolžine hif (µm) med razvejišči za različne seve v obliki okvirjev z ročaji. Znotraj ročajev 
se nahaja 95 % vseh vrednosti. Vodoravne črte predstavljajo kvartile (25 %) ter mediano. 
Osamelci na sliki niso prikazani. V preglednici je prikazana prisotnost statistično pomembne 
razlike (enosmerna analiza variance ANOVA, post-hoc test: Dunnov test) v dolžini hif med 
razvejišči, pri sevih ΔssgA in OE_ssgA v primerjavi z divjim tipom A, v obliki zvezdic. Pri 
čemer velja: ns – ni statistično značilne razlike, * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 
0,001) in **** - (p ≤ 0,0001) 
 
 
 
Divji tip A 
 18/20 h 32/34 h 38/40 h 47/49 h 60/62 h 
ΔssgA ns ns * **** **** 
OE_ssgA  ns ns ** ** **** 
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PRILOGA G 
 
Razlike povprečnih premerov in površin peletov pri kulturah divjega tipa B, ΔcslA, OE_cslA 
v tekočem gojišču na laboratorijskem nivoju po 41 h. Grafi prikazujejo porazdelitev 
podatkov povprečnih premerov in površin peletov za različne seve v obliki okvirjev z ročaji. 
Znotraj ročajev se nahaja 95 % vseh vrednosti. Vodoravne črte predstavljajo kvartile (25 %) 
ter mediano. Osamelci na sliki niso prikazani. Oznaka * nakazuje na obstoj statistično 
pomembne razlike (Studentov t-test) pri sevih ΔcslA (modra) in OE_cslA (zelena) v 
primerjavi z divjim sevom (rdeča). Pri tem velja * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 
0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). Az: površina zunanjega obroča, Ao: površina rumenkastega 
obroča, An: površina notranjosti peleta, ?̅?𝑧: povprečni premer zunanjega obroča ?̅?𝑜: 
povprečni premer rumenkastega obroča, ?̅?𝑛: povprečni premer notranjosti peleta 
 
 
